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Entwicklungsgeschichte, Morphologie und Struktur 
von Tabakmosaikvirus-Einschlu8korpern 
unter besonderer Beriicksichtigung der fibrillaren Formen’ 


Von 
W. Wehrmeyer 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster 
in Westfalen 


Mit 21 Textabbildungen 


(Eingegangen am 4, August 1958) 


Seit Beginn der cytologischen Erforschung virusinfizierter Pflanzenzellen 
(Lwanowski 1903) haben die im Zuge der Virusinfektion entstehenden 
EinschluBkérper die Aufmerksamkeit der Untersucher auf sich gezogen. Die 
EinschluBk6érper stellen die auffalligste und eindrucksvollste Abweichung 
der virusinfizierten Zelle von der gesunden dar: viele von ihnen treten 
regelmaBig und in groBer Menge auf; sie sind die ersten lichtmikroskopisch 
erfafbaren Anzeichen einer Zellveranderung nach einer Virusinfektion. 
Durch neuere elektronenmikroskopische Untersuchungen (Brandes 1955 
und 1956: Amelunxen 1956) ist der Aufbau einiger EinschluBkérper aus 
Virusmaterial bewiesen worden, so da man von Viruseinschlu@kérpern im 
exakten Sinne sprechen kann. Damit hat sich die Bedeutung der EinschluB- 
kérper fiir die cytologische Erforschung virusinfizierter Zellen noch gesiei- 
gert. Die Viruseinschlufkérper stellen den einzigen lichtmikroskopisch még- 
lichen Direktnachweis des Virus in der Zelle dar und das erste wirklich ein- 
deutige, sehr friihzeitig auftretende Anzeichen einer gelungenen Virusinfek- 
tion. Das aber sind die notwendigen Voraussetzungen aller weiteren cytolo- 
gischen Untersuchungen an virusinfizierten Zellen. Bei fehlender oder noch 
nicht erfolgter A4uBerer Symptombildung ist die so schwierige Lokalisation 
der virusinfizierten Zelle nur auf Grund der Viruseinschlu@kérper sicher 
durchzufiihren. 


1 Die vorliegende Veréffentlichung stellt den gekiirzten ersten Teil einer Disser- 
tation (Miinster 1958) dar, die unter Anleitung von Herrn Professor Dr. S. Strug- 
ger im Botanischen Institut der Universitat Miinster entstand. 
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Material und Methode 


Es wurde mit drei Stammen des Tabakmosaikvirus (TMV) gearbeitet. 
einem normalen Griinstamm TMV-Vulgare und zwei Gelbstéammen 
TMV G2 und TMV G72. Eine Unterscheidung der beiden Gelbstamme auf 
Grund ihrer auferlich sichtbaren Symptomauspragung erfolgt nach K 6 h- 
ler (1942) auf Solanum nodiflorum Jacq. als Wirtspflanze; auf Nicotiana 
tabacum L. var. Samsun (Samsuntabak) war sie nur ungenau médglich. 
Cytologisch sind beide Stamme aber auf Grund ihrer Einschlu@korper auch 
auf Samsuntabak deutlich zu unterscheiden. Der Gelbstamm G 2 wird durch 
die ausschlieBlich bei ihm vorkommenden Schleifen charakterisiert. Als 
Wirtspflanzen standen die Rassen Nicotiana tabacum L. var. Samsun (Sam- 
suntabak) und var. White Burley (White Burley-Tabak) zur Verfiigung ?. 
1. Methode der Bliitenuniersuchung virusinfizierter Pflanzen: 

Die Ubertragung des Virus auf die gesunden Tabakpflanzen erfolgte 
durch Inokulation jeweils eines gleichwertigen Blattes der etwa 10—20cm 
hohen Pflanzen mit dem unverdiinnten Pflanzenprefsaft virusinfizierter 
Tabakblatter der drei TMV-Stimme unter Verwendung von Karborund- 
pulver mit Hilfe eines Glasspatels. Eine erste methodische Einfiihrung er- 
hielt der Verfasser wahrend seines Aufenthaltes in der Biologischen Bundes- 
anstalt. Institut fiir landwirtschaftliche Virusforschung in Braunschweig. 
Juli 1955. Die Kontrollen wurden in methodisch gleicher Weise mit dem 
PflanzenpreBsaft gesunder Tabakpflanzen inokuliert. Auf eine méglichsi 
gleichartige Ausfiihrung der Inokulation im Hinblick auf Prefsaftgewin- 
nung und Virusiibertragung wurde besonders geachtet. 

Nach unterschiedlich starker Wachstumshemmung kommt es bei allen 
systemisch erkrankten Pflanzen zur Bliitenbildung. Das Auffinden der 
virushaltigen Gewebe im oberen, normalerweise rotgefarbten Corollenieil 
wird durch den Anthocyanausfall in diesen Bezirken erleichtert. Die virus- 
haltigen Gewebe erscheinen weil oder blafrosa, sofern das Virus in den 
Epidermiszellen vorliegt; ein starkes Virusvorkommen im Mesophyll ohne 
Anthocyanausfalle in der dariiberliegenden, virusfreien Epidermis ist még- 
lich. Im farblosen Tubusbereich der Bliite sind die virushaltigen Gewebe 
vor jeder cytologischen Untersuchung erst durch lichtmikroskopische Kon- 
trolle der EinschluBkérper festzustellen. 

Ausschlaggebend fiir die Wahl der Bliiten zur cytologischen Unter- 
suchung virusinfizierter Zellen war die hier gegebene Méglichkeit zur Vital- 
analyse ohne Anwendung stérender Diinnschnittechnik. Untersucht wurden 
die nach totaler Wasserinfiltration durchsichtigen Bliitenteile. Die zur 
Untersuchung unumgingliche Infiltration der Gewebe (Strugger 1949) 
erwies sich als ein schonender Eingriff. der die Vitalitat der Zellen iiber 
langere Zeit nicht beeintrachtigt. Die Beobachtung der virushaltigen Bliiten- 


2 Fiir die Uberlassung der TMV-Staémme und des Tabaksaatgutes sei den Herren 
Oberreg.-Rat Dr. E. Kéhler und Reg.-Rat Dr. O. Bode von der Biologischen 
Bundesanstalt, Institut fiir landw. Virusforschung. Braunschweig. an dieser Stelle 
herzlich gedankt. 
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teile erfolgte vorzugsweise von der papillenfreien, aufenseitigen Epidermis 
her; im Tubusbereich sind beide Epidermen frei von Papillen. so dab 
hier stérungsfreie Beobachtung von beiden Seiten méglich ist. 

2. Untersuchung keimlingsinfizierter Pflanzen: 

Das Wachstum des Tabaks wird je nach Zeitpunkt und Starke der 
Virusinfektion und je nach Virusstamm und Jahreszeit unterschiedlich stark 
gehemmt, so daft der Bliih- 
termin virusinfizierter Pflan- 
zen unberechenbar ist. Um 
deshalb vom Bliitenmaterial 
unabhingig zu werden, wur- 
den die Virusinfektion und 
die Virusvermehrung in einen 
Bereich iibertragen, in dem die 
lichtmikroskopische Vitalana- 
lyse ebenfalls méglich ist, der 
aber gleichzeitig rascher und 
exakter reproduzierbar ist. 
Keimlingsinfektionen anSam- 
sun- und White Burley-Tabak 
erwiesen sich als methodisch 
durchfiihrbar und nicht letal 
(vgl. Melchers u.Schramm 
1940). Die Vitaluntersuchun- 
gen von Keim- und Folge- 


“ F Abb. 1. Pikierschale mit Samsun-Tabak nach 
blattern und von Wurzeln 


Keimlingsinfektion: gesat 2. 7. 1957, pikiert 10. 7.. 
nach totaler Wasserinfiltra-  jnokuliert 10. 7. TMV G7. Photo vom 30. 7 
tion waren méglich. Die bis- untere beiden Reihen Kontrollpflanzen; zwei 
lang zahlenmaBig nur in be- Pflanzen der 2. Reihe (rechts) zeigen keinen 
scheidenem Rahmen durch- Infektionserfolg. (Ein Drittel der Natur.) 
fiihrbaren Virusinfektionen 

waren nun mit geringer Raumbeanspruchung in Pikierschalen an 60 bis 
80 Tabakpflanzen durch Masseninokulation mit méglichst gleichbleibender 
Methode und gleichem Virusmaterial quantitativ zu sichern und durch rasche 
Folge der Saatgutanzuchten auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hin 
zu iiberpriifen. 


Weitere Vorteile der Keimlingsinfektion sind: 


1. Bestimmbarkeit des Infektionstermins und damit Priizisierung ent- 
wicklungsgeschichtlicher Untersuchungen (Entwicklungsgeschichte der Virus- 
einschluR@k6rper und Entwicklungsablauf der Virusschidigung in der Zelle). 


2. Virusvermehrung und Zellschadigung auf kleinstem Raum, der licht- 
mikroskopisch iiberschaubar und analysierbar ist. 

3. Sichere Unterscheidungsméglichkeit der virusinfizierten Pflanzen und 
der Kontrollen (oder nicht erfolgreich infizierter Pflanzen) auf Grund der 
starken Wachstumsdifferenzen (Abb. 1). 

13* 
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4. Kontinuierliche Arbeitsméglichkeit unabhangig von den Jahreszeiten, 
da die Keimfiahigkeit des Tabaks auch wahrend des Winters uneinge- 
schrinkt ist, wahrend die weitere Aufzucht des Tabaks Schwierigkeiten 
macht. (Gewiichshausbedingungen: Durchschnitistemperaturen je nach der 
Jahreszeit zwischen 18—22°C wechselnd: keine zusiitzliche Beleuchtung 
wihrend der Wintermonate.) 


Im einzeinen wurde wie folgt verfahren: Gesunde Tabakanzuchten wurden im 
Keimlingsstadium bei stets gleichbleibender Keimblattlinge von 2 bis héchstens 
4mm in Tonschalen in acht Reihen zu 8. 9 oder 10 Pflanzen mit aiuerster Vorsicht 
pikiert. Inokuliert wurde entweder unmittelbar nach dem Pikieren oder einen Tag 
spiter. Die Inokulation beider Keimblatter erfolgte mit dem Prefsaft virusinfi- 
zierter Tabakblatter der drei TMV-Stamme unter Verwendung von Karborund- 
pulver mit Hilfe von Glasspateln durch vorsichtiges Auftupfen der Viruslésung: 
anschlieBend wurde iiberbraust. Das Karborundpulver kann vermieden werden. 
steigert aber die Infektionsrate bei den haarlcsen Keimblattern. Aus dem gleichen 
Grund wurde mit unverdiinntem Pflanzenprefsaft gearbeitet. da die Menge an auf- 
gebrachter Viruslésung an sich schon minimal ist und keiner der verwendeten TMV- 
Stimme auf Samsun- oder White Burley-Tabak letal wirkte. Sechs Reihen der 
pikierten Keimpflanzen einer Tonschale wurden mit dem TMV-haltigen Prefsaft 
jeweils eines Stammes inokuliert. die restlichen zwei in gleicher Schale und gleichem 
Erdreich stehenden Reihen wurden in methodisch gleicher Weise mit dem Pflanzen- 
preBsaft gesunder Tabakpflanzen inokuliert und dienten zur Kontrolle (Abb. 1). 
Die Virusinokulationen fiihrten mit geringen Ausnahmen zur Infektion. Miferfolge 
werden dabei am ungestérten Wachstum der inokulierten Keimpflanzen bald be- 
merkbar wie auch unbeabsichtigte Fremdinfektion der Kontrellpflanzen durch bald 
einsetzende Wachstumshemmung. Fremdinfektionen erfolgten unter den beschrie- 
benen Versuchsbedingungen bei sauberem Arbeiten und Reinhaltung des Gief- 
wassers nur selten. Wenn nach langerem Wachstum eine Fremdinfektion durch 
gegenseitige Beriihrung der virusinfizierten und der virusfreien Pflanzen in den 
Pikierschalen zu befiirchten war. hatten die Untersuchungen schon aus anderen 
Griinden ihren AbschluB gefunden. 


Blattentwicklung keimlingsinfizierter Tabakpflanzen: 


Uber die Blattentwicklung des Tabaks unter normalen Bedingungen 
arbeitete Avery (1933.a u. b). Durch die Virusinfektion wird sie in charak- 
teristischer, stets gleichverlaufender Weise modifiziert. Keimlingsinfizierte 
Samsun- und White Burley-Tabakpflanzen bringen in fast allen Fallen 
normale Primarblatter hervor. Offensichtlich liegt die Primiarblattanlage 
zur Zeit der Primarinfektion schon so weit vor, daB eine Beeinflussung nicht 
mehr méglich ist. zumal eine gesteigerte Virusvermehrung und die syste- 
mische Erkrankung der Pflanze erst spiater einsetzen und das TMV nach 
Literaturangaben kaum in die Meristeme eindringt (Bawden u. Pirie 
1946. Limasset u. Cornuet 1950). Ganz anders ist die Sekundiarblait- 
entwicklung (2. Folgeblatt). die in stirkstem Mae und in auffalliger Weise 
gestért ist (Abb. 2). 

Bei allen drei TMV-Stammen. am _ stirksten bei den Gelbstiimmen. 
kommt es zu einer Reduktion der Lamina. so daB schmallineale bis ranken- 
formige Blatter entstehen. Die Reduktion der Blattlamina beim Samsun- 
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tabak wird von der am White Burley-Tabak noch erheblich iibertroffen, 
wobei das Lingenwachstum nur geringfiigig geschwicht ist. Die Spreiten- 
bildung der weiteren Folgeblatter ist dann wieder normal, abgesehen von 
den unterschiedlich starken Deformationen, die man an spiatinfiziertem 
Tabak auch findet. Die in dieser auffalligen Weise stark geschadigten 
Sekundarblatter keimlingsinfizierter Tabakpflanzen stellten in der Haupt- 


sache die Untersuchungsob- 

jekte fiir alle cytologischen 

Fragen. Daneben wurden die 
systemisch infizierten P rimiir- 

blitter untersucht. Das Stu- 

dium der Primirinfektion er- 

folgte an den Keimblitiern 

selbst. Die Keimlingsuntersu- 
chungen wurden stets von der 
unterseitigen Epidermis her 
vorgenommen, da die Zellen 

der oberen Epidermis durch 

die Inokulation mit dem Kar- 
borundpulver teilweise ver- 

letzt und traumatisch gereizt 

sind. Wegen der leichteren 
Anzucht und der geringeren 

Blatt- und vor allem Blatt- 
stieldicke ist derSamsuntabak 

dem White Burley-Tabak bei 

allen Untersuchungen vorzu- 

ziehen. Alle Untersuchungen 

an Wurzeln, Keim- und Folge- Abb. 2. Keimlingsinfizierter Samsun-Tabak: ge- 
blittern erfolgten an Stiick- git 94. 4, 1957. pikiert 4. 5. inokuliert 4. 5. 
oder Totalpriparaten wie im TMV G2, Photo vom 28. 3.; normale Primar- 
Bliitenbereich. Die Ermitt-  blattentwicklung.  gestérte Sekundarblattent- 
lung der virusinfizierten Zel- wicklung. Vergr. 3X. 

len in diesen F riihstadien der 

Infektion erfolgte in Ermanglung eindeutiger anderer Sympiome ausschlieB- 
lich auf Grund der ViruseinschluBkoérper. 


Optische Ausriistung: Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen stand ein 
Ortholux der Firma Leitz zur Verfiigung (Okulare 6X und 10. Immersions- 
objektiv 100:1, n. A. 1,30). Die Herstellung der Mikrophotographien erfolgte mit 
einer Leica Ic in Verbindung mit dem Mikroansatz Mikas der Firma Leitz. 

Die polarisationsmikroskopischen Untersuchungen wurden mit dem Polari- 
sationsmikroskop CM von Leitz in Verbindung mit einer Mikroskopierbogenlampe 
von Zeiss-Winkel durchgefiihrt (Okulare 6X und 8X. Immersionsobjektiv 100 : 1. 
n. A. 1.30). Gipsplattchen rot 1. Ordnung als Kompensator. 


Methodische Angaben zu den elektronenmikroskopischen Teilen der 
Arbeit erfolgen an den entsprechenden Stellen im Text. 
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Entwicklungsgeschichte, Morphologie und Struktur der Schleifen 


Unter den EinschluBkérpern des TMV sind die X-K6rper und die hexa- 
gonalen Prismen am griindlichsten untersucht. Zusammenfassende Darstel- 
lung bei Bawden (1950). Die fibrillaren Formen des TMV dagegen finden 
nur sehr sparliche Erwahnung (Klebahn 1928: Fadenbiindel: Smith 
1930: Raphiden; Kassanis und Sheffield 1941: Spindeln, Nadelhau- 
fen, spike-like bodies = SpieBe. long coiled fibres = gewundene Fibrillen). 
Eine griindliche Bearbeitung dieser Formen erschien daher wiinschenswert. 
Auf Grund gewisser morphologischer Ahnlichkeit wurden die in der vor- 
liegenden Arbeit zur Untersuchung kommenden .Schleifen* (Abb. 3) 


Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Schleifen im Keimblattmesophyll. Vergr. 1050X. 
Abb. 4. Fadenbiindel in der Folgeblattepidermis. Vergr. 625X. 


zunachst mit den von Kassanis und Sheffield (1941) beschriebenen 
Einschlu®kérpern (Abb. 4). vor allem mit den stark gewundenen, identi- 
fiziert. 

Eingehenderes Studium im weiteren Verlauf der Arbeit zeigte so grund- 
sitzliche Unterschiede zwischen den beiden Formenkreisen, da eine Ab- 
trennung aller Schleifenformen von den bisher beschriebenen fibrillaren 
Einschlu@kérpern des TMV als notwendig erschien. Ihrer Sonderstellung 
wegen wurden daher die Schleifen bevorzugt beriicksichtigt., die iibrigen 
fibrillaren Einschlu@kérper des TMV. die unter der Bezeichnung ,.Faden- 
biindel* (Klebahn 1928) zusammengefaBt werden sollen. kamen nur ver- 
gleichsweise mit zur Untersuchung. 


Vorkommen und Bildungsbedingungen der Schleifen 

Unter den zur Verfiigung stehenden TMV-Stimmen war ausschlieBlich 
und allein der Gelbstamm G2 in der Lage, die Schleifenbildung in den 
infizierten Zellen hervorzurufen. Der Griinstamm TMV-Vulgare und der 
Gelbstamm G7 versagten in allen Fallen. trotz standig durchgefiihrter 
Paralleluntersuchungen. Die Schleifenbildung wurde an Samsun- und White 
Burley-Tabak untersucht. Sie erfolgte nach G 2-Inokulation in beiden 
Fallen. Es wurde aber fiir die cytologischen Untersuchungen der rasch- 
wiichsigere Samsuntabak bevorzugt. In den Geweben der Laubbliatier des 
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oberen Sprofbereichs und in den Kelchblattern wurden Schleifen in Hand- 
schnitten festgestellt. Alle weiteren Untersuchungen wurden an wasser- 
infiltrierten Bliitenteilen durchgefiihrt. Schleifen wurden im anthocyanhal- 
tigen Corollenteil und im ungefarbten, oberen Tubusteil der Bliite beob- 
achtet, und zwar in beiden Epidermen (Abb. 5 und 6), einschlieBlich der 
Haarzellen und (selten) der SchlieBzellen der Spaltéffnungen und dem 
schwammparenchymartig ausgebildeten, wenigschichtigen Mesophyll. 

Seit der Entdeckung der Schleifen in den Bliitenblattern im Septem- 
ber 1955 wurden dieselben in fast ununterbrochener Folge von protokol- 
larisch festgelegten Untersuchungen bis August 1957 beobachtet. Die 


Abb. 6. 


Abb. 5. Schleifen in den Epidermiszellen der Bliitenblatier. Vergr. 575xX. 
Abb. 6. Schleifen nach optimaler Fixation (Altmann). Vergr. 750 X. 


Schleifenbildung erfolgie wahrend der jahreszeitlichhen Schwankungen von 
Licht und Temperatur in stets gleicher Weise. Das Vorkommen der Schlei- 
fen in Bliiten G 2-infizierter Freilandpflanzen ist fiir Sept—Okt. 1955 belegt. 
Eine Abhangigkeit der Bildungsweise von Licht und Temperatur, wie sie 
Kassanis und Sheffield (1941) fiir fibrillare Einschlu®koérper in An- 
spruch nehmen, ist daher fiir die Schleifen zumindest nicht festzustellen. 
Fiir diese Annahme sprechen auch alle weiterhin durchgefiihrien Unter- 
suchungen iiber die Schleifenbildung in keimlingsinfizierten Tabakpflanzen. 

Seit dem ersten Schleifennachweis im Keimblatigewebe Juni 1956 wur- 
den in nicht weniger als 16 sukzessive bis September 1957 durchgefiihrten 
Keimlingsinfektionsserien mit wenigstens je 48 Pflanzen die Schleifen proto- 
kollarisch belegt. Sie treten in den zuerst sich entwickelnden Folgeblattern 
regelmafBig auf, in den Keimblattern erscheinen sie nur unregelmafig. In 
den spiiter angelegten Folgeblattern sind die Schleifen meist zugunsten der 
Fadenbiindel zuriickgetreten. In den Folgeblattern und den primiarinfizier- 
ten Keimblattern kamen die Schleifen in beiden Epidermen, in Driisen- und 
Deckhaaren, selten auch in den SchlieBzellen der Spaltéffnungen, im Pali- 
sadengewebe und im Schwammparenchym vor. 

Von besonderer Bedeutung im Hinblick auf die Bildungsbedingungen ist 
der mehrfach wiederholte Nachweis der Schleifen in der Rhizodermis und 
dem Rindenparenchym der Wurzeln. was die Lichtunabhiangigkeit der 
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Schleifenbildung untersireicht. Auch im Hypokotyl wurden Schleifen aufge- 
funden. 

Angesichis der weiten Verbreitung der Schleifen in der Pflanze und bei 
dem Vorkommen in den verschiedensten Geweben entstehi leicht der Ein- 
druck, als ob die Schleifen in jeder G 2-infizierten Pflanze und immer anzu- 
treffen waren. Das ist durchaus nicht der Fall. Wie im einzelnen aus den Ab- 
schnitten iiber die Morphologie und den Formwechsel der Schleifen ver- 
standlich wird, darf man bei der Labilitaét der Schleifen und ihrer Ab- 
hangigkeit vom Entwicklungszustand und Alter des Pflanzenorgans nicht 
erwarten, daft sie stets zum Zeitpunkt der Untersuchung noch vorhanden 
sind. Bei den Untersuchungen an Bliiten hat sich herausgestellt, da durch 
die Ungleichheit des Infektionstermins in dem systemisch infizierten Be- 
reich der Pflanze der giinstigste Zeitpunkt fiir den Nachweis der Schleifen 
von Bliite zu Bliite wechselt. Auf Grund standiger cytologischer Koniroll- 
untersuchungen auf Schleifenvorkommen kann man die vielleicht allgemein 
giiltige Regel aufstellen, da®B in den normalerweise spatinfizierten Bliiten 
zu Beginn einer Bliihperiode mit groBer Wahrscheinlichkeit Schleifen nach- 
weisbar sind. In den friihzeitig infizierten Bliiten der Voll- und Hauptbliite 
dagegen treten die Schleifen immer mehr zugunsten hexagonaler Prismen 
zuriick: sie sind jedoch bei Knospenuntersuchungen auch hier noch nadh- 
weisbar, aber nicht mehr in der AusschlieBlichkeit wie in der Erbliihungs- 
phase der Pflanze. Bei der Bliihabfolge von Seitentrieben, die schon lange 
latent virusinfiziert sein kénnen oder erst mit erfolgendem Austrieb syste- 
misch infiziert werden, sind ahnlich unterschiedliche Verhilinisse gegeben: 
jedoch iiberwiegen friihinfizierte Bliiten. und der Schleifennachweis gelingi 
seltener. 

Da nur bei einer entsprechenden Kenntnis iiber das Vorkommen und die 
Bildungsbedingungen der Schleifen in der virusinfizierten Pflanze die cyto- 
logischen Untersuchungen an ihnen reproduzierbar sind, baut sich alles, was 
im weiteren Verlauf der Arbeit iiber die Schleifen ausgesagt wird. auf den 
hier und im methodischen Teil gegebenen Grundlagen auf. 


Morphologie der Schleifen 


Das morphologische Bild der Schleifen in den virusinfizierten Zellen ist 
von grofer Mannigfaltigkeit. Bei den hier zur Betrachtung herangezogenen 
Formen handelt es sich um Schleifen, die nach Abschlu& ihrer Entwicklung 
die Wirtszellen weithin erfiillen (Abb. 3, 5 und 6). Die Dicke der Schleifen 
ist sehr variabel und geht von der Grenze der lichtmikroskopischen Sichi- 
barkeit um 0,4 « bis herauf auf 2,5 uw (in Sonderfallen bis 5 «). Die Haupt- 
menge der Schleifen weist eine Dicke um 1 uw auf. Die Linge der Schleifen 
kann recht ansehnlich sein: in den langgestreckten Zellen des Schwamm- 
parenchyms werden 200—250 u mehrfach geradlinig nach jeweiligem Kehren 


durchlaufen. Die Schleifen sind normalerweise auf ganzer Lange von 
gleicher Dicke und trotz unterschiedlicher Kriimmungen optisch homogen. 
Optische Querschnitie der Schleifen zeigen runde, abgeplattete oder halb- 
mondférmige Profilbilder. 
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Die gréBte Variabilitat im morphologischen Aspekt wird durch die unter- 
schiedliche Erhaltung der im Friihstadium der Entwicklung erfolgten 
Spiralisierung und Aufwindung der Schleifen erreicht. Der Erhaltungsgrad 
der Spiralisierung der Schleifen ist in starkem Mafe von den raumlichen 
Gegebenheiten der Wirtszelle abhangig. In den mehr kubischen Epidermis- 
zellen ist er gro: der zur Verfiigung stehende Raum wird in Kugel- oder 
Ellipsoidform locker erfiillt. In den schlauchférmig langgestreckien Zellen 
des Schwammparenchyms und in Haarzellen ist der Erhaltungsgrad der 


Abb. 7a. b und c. a Durch Verschmelzung entstandene bandférmige Schleife. Vergr. 
1160. b Reifen in Aufsicht. Vergr. 1400. c Reifen im optischen Querschnitt 
(Prefilbild). Vergr. 850X. 


Aufwindung dagegen gering. da eine Ausdehnung in einer Richtung in 


hohem Mae begiinstigt wird. Es erfolgt eine Langsausbreitung, die mit 
einer Parallelisierung der Schleifen verbunden ist. Man findet daher in 
diesen Zellen oft ganze Biindel aus vielen mehr oder weniger langsverlau- 
fenden Einzelschleifen. Als Verschmelzungsformen treten hier bevorzugt 
Bander” auf (Abb. 7 a). 

Durch die Verschmelzung von parallelisierten Einzelschleifen wird der 
morphologische Aspekt erheblich erweitert. Daf eine Verschmelzung er- 
folgt. wird durch die Fiille der immer wieder beobachteten Ubergangs- 
formen mit lokaler Verschmelzung bewiesen. Durch den Vorgang der Ver- 
schmelzung werden auch Sonderformen der Schleifenausbildung wie die 
.Ringe“ und .Reifen* und die schon erwahnten ,Bander* verstandlich 
(Abb. 7a, b und c). .Ringe” und .Reifen* sind in ihren gleichartig kreis- 
runden Aufsichtsbildern nicht exakt zu unterscheiden. Im optischen Quer- 
schnitt zeigen Ringe normale Schleifenprofile, die Reifen dagegen zwei 
parallele Strecken, wie sie beim achsenparallelen Schnitt eines Zylinder- 
mantels entstehen (Abb. 7 c). Die Reifen zeigen eine groBe Variationsbreite 
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(Durchmesser 10—25 u: Breite bei Profilansicht 2—18 u) und sind durch 
Uberginge mit den Ringen verbunden. Es zeigt sich in fast allen Fallen. 
daB der Durchmesser der Ringe und Reifen kleiner ist als der der Zelle und 
damit der Kriimmungsgrad nicht von den raumlichen Gegebenheiten der 
Wirtszelle abhangt. 

Dem weiteren Verstaindnis des morphologischen Aspekts dienen die Ab- 
schnitte iiber die Struktur und die Entwicklungsgeschichte der Schleifen. 


Eniwicklungsgeschichte der Schleifen 


Untersuchungen zur Entwicklung der Schleifen wurden zuerst im Bliiten- 
bereich, spiiter auch im Keim- und Folgeblattbereich friihinfizierter Tabak- 
pflanzen unternommen. Die Wahrscheinlichkeit, Schleifenfriihstadien im 
Bliitenbereich zu finden, wachst, je mehr man den Untersuchungstermin zum 
Bliihbeginn hin verlegt: das gilt fiir die systemisch infizierte Einzelbliite 
wie fiir die Gesamtpflanze. Entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen im 
Keimlingsbereich sind durch die ungefahr mégliche Bestimmbarkeit des In- 
fektionstermins und durch die Wahrscheinlichkeit der Schleifenbildung in 
den ersten Folgeblattern weitgehend von Zufalligkeiten befreit und wurden 
daher gegeniiber den Bliitenuntersuchungen bevorzugt. Von entscheidender 
Wichtigkeit fiir alle entwicklungsgeschichtlichen Untersuchungen an Virus- 
einschluBkérpern ist und bleibt der giinstige Untersuchungszeitpunkt -- 
Konstanz von Maierial und Methode vorausgesetzt. 

Die Entwicklung der Schleifen wurde in Keim- und Folgeblattern nach 
Keimlingsinfektion mit TMV G2 untersucht. In den Geweben der Blatt- 
unterseite der primiarinfizierten Keimblatter waren Prismen nach 3. 
Schleifen nach 4 Tagen friihestens nachweisbar, wobei eine deutliche Zu- 
nahme nach Menge und Verbreitung der Schleifen in alteren Infektions- 
stadien festzustellen ist. In den Primar- und Sekundarblattern gelingt der 
Schleifennachweis erst erheblich spiter, da diese Organe zum Zeitpunkt der 
Inokulation noch nicht sichtbar sind und erst spater unter den ungiinstigen 
Bedingungen der Infektion sich langsam entwickeln miissen. Immerhin sind 
friihestens nach 10 bis 12 Tagen in den regelmafig untersuchten Sekundar- 
blattern Schleifenentwicklungsstadien anzutreffen, in den Primarblittern 
entsprechend etwas eher. Auch hier setzt eine erfolgreichere Beobachtungs- 
méglichkeit und Zunahme der Schleifen nach Menge und Verbreitung in 
etwas dlteren Infektionsstadien ein. Dasselbe gilt fiir alle waihrend der un- 
giinstigen Jahreszeiten (Spiatherbst und Winter) durchgefiihrien Unter- 
suchungen. 

Fiir den Keimlings- und Bliitenbereich ergibt sich in vélliger Uberein- 
stimmung: 


1. Die gesamte Schleifenentwicklung findet in einem cytoplasmatischen 
Bereich der Zelle statt; dieser tritt in Form der cytoplasmatischen Ballung 
charakteristisch in Erscheinung (Abb. 8 a). Das Cytoplasma ist auBerordent- 
lich dicht und in Friihstadien reich an stark lichtbrechenden Partikeln. 
Vakuolen fehlen oder treten nur in geringem Mafe auf. Von den Zell- 
organellen sind zahlreiche Plastiden im peripheren Bereich der Cytoplasma- 
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ballung, bisweilen auch in den Cytoplasmastraingen zu erkennen. Der meist 
geschwollene Kern liegt stets zentral und ist unter vitalen Bedingungen oft 
nur an den auffallig vergréRerten Nukleolen eindeutig zu lokalisieren. 

2. In der cytoplasmatischen Ballung bilden sich feinfibrillire, stark ge- 
wundene Aggregate. Mit der einsetzenden Erstarkung der Fibrillen zu 
zarten Schleifen ist eine Ausdehnung derselben verbunden, so da® die 
jungen Schleifen in den peripheren Bereich der Plasmaballung verlagert 
werden (Abb. 8 b). Es erfolgt eine Spreizung und dann eine Sprengung der 
cytoplasmatischen Umbhiillung. Im charakteristischen Endstadium der Ent- 
wicklung erfiillt die Schleife die ganze Wirtszelle (Abb. 3 und 3). 


Abb. 8a und b. a Schleifenentwicklung aus cytoplasmatischen Ballungen im 
Bliitenbereich. Vergr. 700. b Schleifenfriihstadium. Vergr. 600X. 


3. Mit der Schleifenentwicklung geht ein Materialverbrauch der cyto- 
plasmatischen Ballung parallel, so da meist nur wenig Restsubstanz ver- 
bleibt. In den Fallen, in denen starkere Plasmamengen in der Umgebung 
des Kerns verbleiben, werden im Anschlu8, oft auch schon wiahrend der 
peripheren Schleifenlage prismatische ViruseinschluBkérper gebildet. Sie 
erscheinen in Form kleiner Blécke, die sich zunehmend und rasch vereinigen 
und als einheitliche Kérper aus dem plasmatischen Bezirk herausgedringt 
werden. Eine Vergesellschaftung von Schleifen und Prismen ist eine normale 
Erscheinung in der Zelle. 

4, Die Entwicklung der Schleifen ist ein an die Einzelzelle gebundener 
ProzeB, der mit der Infektion und der Virusvermehrung in der Zelle einseizt 
und unabhangig von den iibrigen Zellen der Nachbarschaft gleichen oder 
andersartigen Gewebes ablauft. Unterschiedliche Entwicklungsstadien fin- 
den sich oft unmittelbar nebeneinander. Erst im Stadium der Gesamterfiil- 
lung der Wirtszelle findet eine Angleichung untereinander statt. Alle Be- 
funde im Bliitenbereich sprechen fiir einen recht friihzeitig einsetzenden und 
raschen Ablauf der entwicklungsgeschichtlichen Vorginge. 

3. Die in der Literatur so oft erwaihnten X-Kérper (Goldstein 1924, 
1926 und Zech 1952) wurden in Ubereinstimmung mit den Befunden von 
Kassanis u. Sheffield (1941) auch bei der Gelbstamm-Infektion 
(TMV G 2) beobachtet. X-Kérper traten jedoch bei dem Gelbstamm G 2 nur 
selien auf: ihnen kommt daher in der Entwicklungsgeschichte der Schlei- 
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fen keine Bedeutung zu. Auch in der Entwicklung der hexagonalen Prismen 
sind X-Kérper nicht unbedingt notwendig; hexagonale Prismen kénnen un- 
mittelbar ohne Auftreten eines X-Kérper-Stadiums im Cytoplasma er- 
scheinen. Bei dem iiberwiegend untersuchten Stamm G 2 war das fast stets 
der Fall. 

6. Labilitat AuBeren Einfliissen gegeniiber zeigen nicht nur die fertigen 
Schleifen, sondern in erhédhtem Mae auch alle Entwicklungsstadien. Dabei 
wird das Schleifenmaterial lokal oder total in prismatische Aggregate ver- 
wandelt (Niheres siehe unter Formwechsel der Schleifen). 


Formwechsel der Schleifen und Fadenbiinde|l 
Der Formwechsel der Schleifen ist von der bereits beschriebenen Formen- 
variabilitat der Schleifen zu unterscheiden. Unter Formwechsel ist die Um- 
lagerung des in den Schleifen vorhandenen Virusmaterials zu kristallinen 
Aggregaten bis zur Ausbildung von Prismen zu verstehen. 


Natiirlicher und experimenteller Formwedisel der Schleifen 

Bei der lichtmikroskopischen Beobachtung von schleifenhaltigen Bliiten- 
geweben fiel es immer wieder auf. daB einige wenige Zellen ausschlieRlich 
Prismen enthielten: in gleicher Weise wurden vereinzelt schleifenhaltige 
Zellen in einer nur prismenhaltigen Umgebung angetroffen. Daf sich das 
Virusmaterial in zwei verschiedenen Formen darbietet. die sich ersetzen oder 
ineinander iibergehen kénnen. war die naheliegende Vermutung. Im Grenz- 
bereich zwischen vorwiegend schleifenhaltigen Geweben und prismenreichen 
Bezirken gelang es nun, Zellen zu entdecken, deren Schleifen in auffalliger 
Weise mit Prismen in Beziehung standen (Abb. 9 b). 

In weiteren Untersuchungen wurden auch die entsprechenden morpho- 
logischen Friihstadien gefunden (Abb. 9 a). die Hinweise fiir eine sukzessive 
Umlagerung von Schleifenmaterial zu prismatischen TMV-Aggregaten 
liefern. Dabei ergab sich im einzelnen: 

1. Die Prismenbildung beginnt in engem Kontakt mit der Schleife in 
Form stark lichtbrechender Stabchen: diese liegen quer zum Langsverlauf 
der Schleife. Die Lange der Stabchen entspricht zunachst der Schleifenbreite 
ihre Dicke liegt bei 0.3—0.6 « (Abb. 9 a). 

Da das TMV nach elektronenmikroskopischen Befunden etwa die Lange von 
300 ms besitzt. wiirde die Stabchendicke der einfachen bzw. der doppelten Linge 
langseitig parallel gelagerter TMV-Partikeln entsprechen. 

2. Das Wachstum der Stabchen senkrecht zum Schleifenlangsverlauf 
fiihri iiber die Schleifendicke hinaus und kommt dann zum Stillstand: die 
Zunahme in Richtung des Schleifenlangsverlaufs erfolgt unregelmaBig und 
unterschiedlich schnell. Die starke Lichtbrechung der Stabchen verschwindet 
mit der Anlagerung weiteren Virusmaterials. Eine Schichtung der entstehen- 
den prismatischen Aggregate senkrecht zum Schleifenlangsverlauf wird zum 
Teil sichtbar. 

3. Der endgiiltige Verbrauch des Schleifenmaterials erfolgt langsamer. 
Zunachst bestehende Unterschiede in der Schichtenlange, die sich in un- 
ruhiger Kantenausbildung der Prismen auBern, werden ausgeglichen. Eine 
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Verwachsung der Einzelprismen tritt ein, soweit das bei der Kriimmung 
der Schleife méglich ist (Abb. 10). 

Ganz allgemein laBt sich sagen: Der Formwechsel der Schleifen verlauft 
nur in einer Richtung und fiihrt im Normalfall zur Bildung prismatischer 


Abb. 9a und b. a Schleife mit beginnender Umlagerung zu prismatischen Aggre- 
gaten quer zum Schleifenlangsverlauf. Vergr. 800. b Fortgeschrittenes Stadium. 
Vergr. 750X. 


TMV-Aggregate. Der Vorgang ist irreversibel. Der natiirlichhe Formwechsel 
der Schleifen hebt die Vergesellschaftung unterschiedlicher ViruseinschluB- 
kérper in ein und derselben 

Zelle zugunsten einer Form 

auf. Er erklirt ferner viele Un- 

regelmaRigkeiten des Schlei- 

fenvorkommens in den ver- 

schiedenen Geweben und bei 

unterschiedlichem Infektions- 

alter. Die Umlagerungen sind 

der charakteristische Aus- 

druck der Labilitat der Schlei- 

fen. Sie sind iiberall da még- 

lich. wo Schleifen auftreten. 

Sie wurden in Wurzeln, Keim- Abb. 10. Spiatstadium der Schleifenumlage- 
und Folgeblattern sowie in rung. Schleife fast vollstandig durch Prismen 
Bliiten in stets gleicher Weise ersetzt. Vergr. 800X. 
beobachtet: unterschiedlich ist 

nur das erreichte Endstadium. Umlagerungen sind in allen Friihstadien der 
Schleifenentwicklung anzutreffen. Sie lassen sich ferner experimentell aus- 
lésen. Zur Durchfiihrung der experimentellen Schleifenumlagerung sind 
folgende methodische Einzelheiten erwahnenswert: 

1. Es erfolgte grundsatzlich in jedem Falle vor der Untersuchung die lidht- 
mikroskopische Kontrolle des wasserinfiltrierten Bliitenmaterials auf Schleifen- 
vorkommen. Eine durch die Wasserinfiltration ausgeliéste Umlagerung wurde nie 
beobachtet. 2. Fiir die Versuche kamen nur Bliitenblitter in Frage. in denen die 
Schleifen die Hauptvirusform darstellten und Prismen zuriicktraten. 3, Zur Unter- 
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suchung kamen nur groéBere Gewebebezirke. Wegen der an den Schnittrandern auf- 
tretenden Schleifenumlagerungen liefern nur Versuche an Zellen im zentralen Teil 
gréRerer Gewebebezirke einwandfreie Ergebnisse. 4. Bei der Zergliederung der 
Bliite wurde darauf geachtet, daB® die entstehenden Stiicke méglichst geringe Kriim- 
mungen aufwiesen. Nur so laRt sich der schaidigende Deckglasdruck vermeiden. 
3. Wegen der Hinfalligkeit der Bliitengewebe wurden méglichst nur junge Bliiten 
und diese nur frisch untersucht. 


Behandlung der Schleifen mit Alkalien [0,5 mol KOH und Ca(OH),|: 
Alkalien, auch in schwacher Konzentration, dringen auBerordentlich rasch 
in die Zelle ein, was am Anthocyanfarbumschlag von Rot nach Blau fest- 
zustellen ist. Die giinstige Aus- 
gangskonzentration schwankt 
und ist in Vorversuchen zu 
ermitteln. Die eindringenden 
Alkalien rufen in den Be- 
zirken, in denen es nicht zum 
Zerfall der Schleifen kommt. 
eine Umlagerung mindesitens 
bis zum Stibchenstadium her- 
vor. Die Wirkweise des Cal- 
ciumhydroxyds ist zégernder 
und schonender als die der 
Kalilauge; in der Wirkung 

Abb. 11. Mit Hilfe von 0,5 mol Ca(OH), selbst stimmen die beiden 

experimentell ausgeliste Schleifenumlagerung iiberein (Abb. 11). 

zu stabchenférmigen TMV-Aggregaten in Kon- 


. nag Plasmolyseversuche mit 
takt mit der Schleife. Vergr. 875 


0.6—1 mol CaCl, KNO, und 
KSCN:  Plasmolyseversuche 
(Methode siehe Strugger 1949) wurden mit den angegebenen Plasmo- 
lyticis an Bliitenblattern durchgefiihrt. Da die osmotischen Werte von 
Bliitengeweben wahrend der Anthese gewohnlich sinken (Bancher 1952). 
miissen die giinstigen Konzentrationen der Plasmolytica fiir die Unter- 
suchung in einer Verdiinnungsreihe ermittelt werden. Die Plasmolyse- 
versuche mit CaCl, und KNO, verliefen in normaler Weise bis zum ent- 
sprechenden Plasmolyseendstadium, ohne daf nennenswerte Veranderun- 
gen an den Schleifen festzustellen waren. 

Die priletale Plasmolyse mit KSCN (Strugger 1932) fiihrte dagegen 
fast regelmaBig zur Umlagerung der Schleifen. Die Plasmolyse verlauft 
iiber ein kurzes Konkavstadium rasch zur Konvexform. Die Umlagerung 
setzt oft erheblich vor der ersten Abhebung des Protoplasten von der Zell- 
wand ein; sie verliuft in véllig gleicher Weise wie die natiirliche und fiihrt 
iiber das Stabchenfriihstadium meist rasch zur Bildung prismatischer Ag- 
gregate (Abb. 12 a und b). 


Infolge der Salzintrabilitat bei KSCN-Behandlung der Zellen stellen sich 
im Laufe der Plasmolyse Cytoplasmaschiden ein, so daf der weitere 
Prismenaufbau unterbleibt. 
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Als das wesentlichste Ergebnis des experimentellen Formwechsels der 
Schleifen ist die véllige Ubereinstimmung in Richtung und Ablauf mit dem 
natiirlichen Formwechsel und damit die voéllige Sicherheit der morpho- 
logischen Befunde zu werten. Eine Erklarung und Begriindung des natiir- 
lichen Formwechsels auf Grund seiner experimentellen Reproduzierbarkeit 
erscheint aber angesichts der komplizierten Verhaltnisse, die schon in viel 
einfacheren Viruslésungen bestehen (Bawden 1950, S. 42 ff.. und 
Schramm 1954, S. 139 ff.), nach dem derzeitigen Stand unserer Kenntnisse 
noch verfriiht. 


Abb. 12a und b. a Schleife vor der Plasmolyse. b Nach dem Einsetzen der 
Plasmolyse mit 1 mol KSCN. Unregelmafige Anordnung der Stabchen senkrecht 
zum Schleifenlangsverlauf. Vergr. 875X. 


Natirlicher und experimenteller Formmecdsel der Fadenbiindel 

In der Einleitung wurden die bisher in der Literatur beschriebenen 
fibrillaren TMV-EinschluRkoérper, die sogenannten ,.Fadenbiindel*, von den 
Schleifen abgetrennt. Die Berechtigung hierfiir liefert u. a. die vergleichs- 
weise durchgefiihrte Untersuchung des Formwechsels der Fadenbiindel. 
Darunter ist die Umlagerung des in den Fadenbiindeln vorhandenen Virus- 
materials zu kristallinen Bléckchen und Schichtkérpern zu verstehen. 

Experimenteller Formwechsel: Angesichts der fast regelmaBig erfolgen- 
den Schleifenumlagerungen bei KSCN-Behandlung war es von Interesse. 
das Verhalten der Fadenbiindel vergleichsweise zu studieren. Die Plas- 
molyse wurde in methodisch gleicher Weise wie bei der Schleifenunter- 
suchung durchgefiihrt. Als Gewebe kamen jedoch nur Keim- und Folge- 
blatter in Frage. in deren Epidermen die Fadenbiindel bevorzugt auftreten. 
In den Bliiten wurden niemals Fadenbiindel beobachiet: sie fielen daher als 
Untersuchungsobjekte aus. Bei Plasmolyseversuchen mit 0.6—1 mol CaCl.. 
KNO, und KSCN ergab sich eine erheblich gréRere Resistenz der Faden- 
biindel im Vergleich mit den Schleifen. SpieB- oder langnadelférmige 
Fadenbiindel erleiden zunachst keine Formveranderung, sondern ragen 
starr aus dem im Konvexstadium abgekugelten Protoplasten hervor. Bei 
lingerwihrender Plasmolyse kommt es zur Zellschadigung und Auflésung 
der Fadenbiindel, wobei unter Auflockerung die feinfibrillare Langsstruktur 
der Fadenbiindel meist deutlich sichtbar wird. Die Auflésung nach erfolgter 
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Salzintrabilitat ohne vorhergehende Umlagerung der Fadenbiindel ist auch 
fiir die Plasmolyse mit 1 mol KSCN die Regel. In Einzelfillen jedoch 


1S 


Abb. 13. Durch 1 mol KSCN experimentell ausgeléste Umlagerung der Faden- 
biindel zu kristallinen Bléckchen. Vergr. 800X. 


kommt es zum Zerfall der Fadenbiindel in eine Vielzahl kristalliner Bléck- 
chen (Abb. 13). 


Abb. 14a, b und c. Umlagerung von Fadenbiindeln zu kristallinen Schichtkérpern. 
a und b 750X. c 800X. 


Natiirlicher Formwechsel: Bei der Untersuchung virusinfizierter Gewebe 
wurden wiederholt auffallig geschichtete Einschlu®kérper gefunden 
(Abb. 14), die als Umwandlungsstadien aufzufassen waren. Es gelang 
dann auch. unter vitalen Bedingungen die sukzessive Umlagerung von 
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Fadenbiindeln zu kristallinen Schichtkérpern im Folgeblattbereich mikro- 
photographisch festzuhalten (Abb. 14a und b). 

Die zu Beginn der Beobachtung noch feinfibrillairen Fadenbiindel ver- 
schmelzen zu homogenen Gebilden. Die Umlagerung wird an der schritt- 
weise erfolgenden Ausbildung einer kontrastreichen Schichtstruktur quer 
zum Lingsverlauf des Fadenbiindels erkennbar (Abb. 14a und b): diese 
Umlagerung erfolgt rasch, die weiteren Verainderungen bis zu dem Sta- 
dium in Abb. 14c¢ gehen langsam vor sich. Ein ahnlicher, aber umgekehri 
ablaufender Ubergang von quergestreiften Formen in langsfibrillare Spin- 
deln ist fiir die Einschlu@kérper des Kakteenvirus becbachtet und beschrie- 
ben worden (Weber und Kenda 1952, Amelunxen 19357). 

Der Formwechsel der Fadenbiindel wird durch die iiberaus rasche Aus- 
bildung einer kontrastreichen, hochgeordneten Schicht- bzw. Bléckchen- 
struktur unter vélliger Auflésung der Fadenbiindel charakterisiert. Der 
Formwechsel der Schleifen dagegen ist durch die unregelmaBige Ausbildung 
isoliert liegender, kontrastreicher Stabchen gekennzeichnet, die langsam 
unter langer Erhaltung der Schleife und Verlust des Kontrastes zu groBen 
prismatischen Aggregaten mit schwach sichtbarer Schichtung heranwachsen. 
Durch den unterschiedlichen Verlauf der Umlagerung ist somit eine Charak- 
ierisierung der Schleifen und Fadenbiindel méglich. 


Polarisationsmikroskopische Untersuchungen? 


Eine Darstellung der polarisationsmikroskopischen Untersuchungen an 
dieser Stelle im AnschluB an den Formwechsel erméglicht eine weitere 
Charakterisierung der Schleifen und Fadenbiindel: gleichzeitig werden 
damit die mit dem Formwechsel verbundenen strukturellen Veranderungen 
der Einschlu&kérper scharfer erfaBt. Polarisationsmikroskopische Unter- 
suchungen an ViruseinschluBkérpern sind immer wieder, vor allem zur 
Klarung von Strukturfragen. durchgefiihrt worden. Uber die hexagonalen 
Prismen erschien erst in neuerer Zeit eine Arbeit von Wilkins und 
Mitarb. (1950). 

Uber das Verhalien der Fadenbiindel im Polarisationsmikroskop finden 
sich Angaben in der bereits genannten Arbeit von Kassanis und She f- 
field (1941). Da die Ergebnisse dieser Autoren bestatigt werden kénnen. 
ist eine gedrangte Darstellung der eigenen Untersuchungen méglich. Als 
methodische Einfiihrung standen Rinne und Berek (1953) und Raaz 
und Tertsch (1939) zur Verfiigung. 

Alle unter der Bezeichnung .Fadenbiindel” zusammengefaften fibrii- 
laren ViruseinschluBkérper zeigen in voller Bestatigung der Angaben von 
Kassanis und Sheffield (1941) eine positive Doppelbrechung in be- 


zug auf die Fadenlangsrichtung. zu der ny parallel liegt. 


Die hexagonalen Prismen kénnen bald tafelig nach der Basis, bald 
stiulig nach dem Prisma ausgebildet sein. Unabhangig vom Habitus liegt ny 


3 Herrn Professor Dr. R. Mosebach vom Mineralogischen Institut der Uni- 
versitit Miinster danke ich fiir die Durchsicht des polarisationsmikroskopischen 
Teils der Arbeit. 

Protoplasma, Bd. LI2 14 
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ungefahr in Richtung der Prismenkante bzw. der hexagonalen Achse 
(Wilkins und Mitarb. 1950). Bei der Durchstrahlung senkrecht zur hexa- 
gonalen Basis herrscht keine Doppelbrechung. 

Die Schleifen zeigen durchweg keine Doppelbrechung; eine Ausnahme 
bilden einzelne Schleifenpartien, die in bezug auf ihren Langsverlauf nega- 
tiv doppelbrechend waren. Die Schwierigkeit der polarisationsmikroskopi- 
schen Untersuchungen an Schleifen liegt darin, da® sie in der Zelle ver- 
bleiben miissen. Die Wahrnehmung einer nur schwachen Doppelbrechung 
wird durch die starke Doppelbrechung der Zellulosemembranen der Zelle 
beeintrachtigt, da sich Uberstrahlungen bei der Untersuchung im Gewebe- 
verband nicht vermeiden lassen. In den wenigen Fallen, in denen eine 
schwache negative Doppelbrechung von Sdhleifenpartien mit Hilfe des 
Gipsplattchens rot I. Ordnung nachweisbar war, zeigte sich schon im Licht- 
mikroskop eine starke Lichtbrechung der entsprechenden Schleifen- 
abschnitte: sie wiesen ferner keine starkeren Kriimmungen auf. 

Polarisationsmikroskopische Untersuchungen zum Formwechsel der 
Schleifen und Fadenbiindel waren besonders aufschlu@reich. Bei der Um- 
lagerung der in bezug auf den Fibrillenlangsverlauf positiv doppelbrechen- 
den Fadenbiindel zu Schichtkérpern bleibt die positive Doppelbrechung in 
allen Phasen der Umlagerung erhalten. Im Stadium der homogenen Ver- 
schmelzung der Fibrillen ist die positive Doppelbrechung jedoch gering, mit 
der Ausbildung einer geordneten Schichistruktur nimmt sie wieder zu. 
Auf Grund der gleichbleibenden positiven Doppelbrechung in bezug auf 
den Fibrillenlangsverlauf in allen Stadien der Umlagerung ist ein Aufbau 
der Schichten aus langsseitig parallelgeordneten Viruspartikeln im gebilde- 
ten Schichtkérper anzunehmen. 

Bei den nicht oder nur abschnittsweise negativ doppelbrechenden 
Schleifen dagegen ist die Umlagerung mit einer Anderung im Richtungssinn 
und Ordnungsgrad der TMV-Partikeln verbunden. Besonders eindeutig 
zeigen die mehrschichtigen Stadien der Umlagerung (Abb. 9 b und 10) eine 
positive Doppelbrechung in bezug auf die senkrecht zur Schichtung ver- 
laufende Achse. Sie entspricht véllig der positiven Doppelbrechung der 
hexagonalen Prismen in Profilansicht in bezug auf die hexagonale Achse. 
Nun ist fiir die hexagonalen Prismen auf Grund elektronenmikroskopischer 
Befunde der Schichtenaufbau aus langsseitig parallel gelagerten Viruspar- 
tikeln erwiesen (Wehrmeyer 1957). Es liegt daher nahe, auch fiir die 
0.5—0.6 uw breiten, staibchenférmigen Friihstadien der Umlagerung einen 
Aufbau aus ein oder zwei Lagen langsseitig parallelgelagerter TMV-Par- 


tikeln von ungefahr 300 mu Lange anzunehmen. 


Struktur der Schleifen 
Lichtmikroskopischhe Untersuchungen 
Die Labilitat der Schleifen schrankt die Strukturuntersuchungen an 
ihnen erheblich ein. Chemikalien sind nur in geringem Umfang anwendbar, 
und die Fixation bereitet Schwierigkeiten (s. u.). 


Plasmolyseversuche: Schonend verlauft die Plasmolyse mit Rohrzucker, 
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Glukose, CaCl, und auch KNO, (0,6—1 mol). Die Schleifen erweisen sich als 
auBerordentlich flexibel; sie passen sich dem verbleibenden Raum im Plas- 
molyseendstadium an (Abb. 15). Sie sind ferner elastisch: Nach erfolgter 
Deplasmolyse nehmen sie wieder den gesamten Zellenraum ein. 
Behandlung der Schleifen mit verdiinnter Essigsaéure (1:10): Bei den 
langsfibrillar strukturierten Fadenbiindeln war es méglich, durch Ein- 
wirkung verdiinnter Séuren den Aufbau aus Fibrillen auch in den Fallen 
lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, in denen zunachst keine Struktur 
erkennbar war. Es wurde daher versucht, mit Hilfe verdiinnter Essigsaure 
Aufschlu8 iiber die Schleifenstruktur zu erhalten. Bei der Behandlung mit 
verdiinnter Essigsiure erfolgt 
eine charakteristische Entspi- 
ralisierung der gewundenen 
Schleifenformen; da eine Auf- 
lésung von den _ Schleifen- 
enden her gleichzeitig ablauft. 
ist keine Strukturaufklirung 
méglich. 
Die bereits beschriebenen 
Beobachtungen iiberden Form- 
wechsel der Schleifen unter 
Bildung prismatischer Aggre- : sig 
gate machen den Aufbau der Abb. 15. Plasmolyse mit 0.8 mol KNO, im 
Schleifen aus Virusmaterial Bliitengewebe. Vergr. 750X. 
sehr wahrscheinlich. Die po- 
larisationsmikroskopischen Befunde iiber die negative Doppelbrechung von 
Schleifenabschnitten sprechen fiir eine quer oder schrag zum Lingsverlauf 
der Schleifen orientierte Lage des Virusmaterials. 


Elektronenmikroskopische Strukturanalyse 
Maierial und Methode 


Voraussetzung der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Virus- 
einschluRkérpern sind eine geeignete Fixation und eine kontrastreiche Dar- 
stellung der Viren in der Pflanzenzelle. Uber die Fixation von Virusein- 
schluRkérpern sind in der umfangreichen Virusliteratur zahlreiche Angaben 
gemacht. Eine Uberpriifung der z. B. von Bald (1949) und von Littau 
und Black (1952) angegebenen Fixiermittel jedoch zeigte, daB angesichts 
der Empfindlichkeit der Schleifen und bei einer cytologisch-strukturanaly- 
tischen Fragestellung nicht eines wirklich den erforderlichen Anspriichen 
geniigte. Umfangreiche Untersuchungen an_ schleifenhaltigen Bliiten- 
geweben (Samsun-Tabak) mit den verschiedensien Fixiermitteln (nach 
R omeis 1948) wurden daher zur Klarung der Fixationsfrage durchgefiihri. 
Die Untersuchung von Bliitenmaterial gestattet eine rasche. direkte licht- 
mikroskopische Kontrolle des Erhaltungszustandes der Schleifen bei ver- 
schiedenen Fixiermitteln und unterschiedlichen Fixationszeiten. Durch die 
Vergesellschaftung von Schleifen mit hexagonalen Prismen im Bliitenbereich 

14* 
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kann die Untersuchung auch auf die letzteren ausgedehnt werden. In be- 
merkenswerter Ubereinstimmung mit den Befunden von Frey-Wyss- 
ling (1955) ergab sich: saure Fixiergemische erzeugen grobe Artefakte und 
z. T. vollige Zerstérung (Bouin, Carnoy, Flemming, F. A. A.. Nawashin): 
der ungiinstige EinfluB speziell der Essigsaure ist angesichts der Beliebtheit 
essigsiurehaltiger Fixiergemische in der Viruscytologie bis heute und selbst 
bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen besonders hervorzuheben 
(Rubio-Huertos 1954, 1956: Skotland und Mitarb. 1955; Goldin 
und Fedotina 1956). Alle weiteren Untersuchungen beschrinkten sich 
auf formol- oder osmiumsaurehaltige Fixiergemische. 


Reines Formol (5% oder 10%) ist fiir die Erhaltung der Schleifen und Prismen 
wenig geeignet: in Gemischen wie Regaud und Lewitzky wurden dagegen mit 
Formol brauchbare Ergebnisse fiir Schleifen erzielt (Fixationszeiten 10—20 Min.). 
Die Beurteilung des Erhaltungszustandes hexagonaler Prismen hier und in den 
iolgenden Untersuchungen erfolgte parallel und senkrecht zur hexagonalen Achse. 
Die Aufsichtsbilder sind oft befriedigend. waihrend die Prefilansichten eine nadelige 
Zerfallsstruktur verraten. Wegen der Unzulanglichkeit der Fixation der hexagona- 
len Prismen mit formolhaitigen Fixiergemischen wurden Osmiumsaure und osmium- 
siurehaltige Gemische fiir die Fixation der Schleifen und Prismen bevorzugt. 

Osmiumsiure 1% und 2%: Veronal-Natriumacetat-Puffer nach Michaelis. 
pH 7.2. Fixationsdauer bis zum Eintritt der totalen Gewebeschwarzung % bis 
2 Std.; der Schleifenerhaltungszustand ist gut: leichte Deformationen kommen vor. 
Hexagonale Prismen sind unterschiedlich gut erhalten. Profilansichten zeigen eine 
erhaltene Schichtstruktur, aber auch homogene bis feinnadelige Zerfallsformen. 
Die Aufsichtsbilder sind durchweg gut. 

Altmann (Osmiumsaure 2% und K,Cr,O, 3%. 1:1): Fixationsdauer bis zur 
totalen Gewebeschwarzung (1—2 Std.). Die Schleifen sind durchweg tadellos er- 
halten (Abb. 6). wenn_auch zerbrochene oder gelatinierte Formen hin und wieder 
auftauchen. Hexagonale Prismen mit erhaltener Schichtstruktur oder homogene. 
leicht deformierte Formen sind vorhanden: in der Aufsicht sind die Prismen 
scharf konturiert. 

Champy (Osmiumsiure 2%. K,Cr,0, 3%, Chromsiure 1%. 4:7: 7): Fixations- 
dauer %—1 Std. Die Schleifen sind durchweg noch gut erhalten: die hexagonalen 
Prismen zeigen infolge starkerer Azidifizierung bei Profilansicht feinnadelige Zer- 
fallsstrukturen. 


Ganz allgemein sind die hexagonalen Prismen schwieriger struktur- 
erhaltend zu fixieren als die Schleifen. Der Erhaltungszustand der Ein- 
schluBkérper im Tubusteil der Bliite war sitets besser als im anthocyan- 
reichen Bezirk und die Konitrolle des Fixationszustandes in den Epidermen 
leichter durchzufiihren als im Mesophyll. 


Zur Beurteilung des Einflusses von Wasserung und anschlieBender Ent- 
wasserung auf die Struktur der Einschlu@kérper wurden die in der beschrie- 
benen Weise fixierten Praparate weiterbehandelt. Die Zeiten fiir die Wis- 
serung wechselten von 1 bis 12 Std. Die Alkoholreihe wurde in den Stufen 
30%, 30%. 70%. 80% (je 1 Std.) durchlaufen: dann erfolgten die Einbetiung 
der Objekie in Glyzerin und die lichtmikroskopische Kontrolle. Es ergibt 
sich, daB eine nachtrigliche Schadigung der einmal gut fixierten Gewebe im 
Laufe der Wisserung und in der Alkoholreihe kaum mehr eintritt. Die 





Entwicklungsgeschichte von Tabakmosaikvirus-EinschluBkérpern 185 


Fixation wird damit eindeutig zum wichtigsten Schritt in der mikrotechni- 
schen Verarbeitung virusinfizierter Gewebe. Die Fixation mit 1%- oder 
2% iger, gepufferter Osmiumsaurelésung von pH 7.2 wurde fiir alle elek- 
tronenmikroskopischen Objekte durchgefiihrt. Die 2%ige Osmiumsiure- 
lésung wurde fiir die Fixation von Bliitengeweben deshalb benutzt, weil 
die zur Kontrolle der Schleifen unumgingliche Wasserinfiltration eine er- 
hebliche Verdiinnung des Fixiermittels sowieso bedingt. Im Folgeblatt- 
bereich wurde stets mit 1%iger Osmiumsiurelésung fixiert. 

Die Kontrastierung mit Uranylacetat nach Strugger (1956): Der 
Kontrast, den das TMV im elektronenmikroskopischen Praparat selbst nach 
Osmiumsiurefixation liefert, ist fiir eine eingehendere Analyse mangelhafi. 
In den bisher erschienenen elektronenmikroskopischen Arbeiten iiber virus- 
infizierte Zellen — soweit mir bekannt — wurden deshalb die ultradiinnen 
Schnitte nach der Auflésung des Einbettungsmittels durch Schragbedamp- 
fung im Kontrast gesteigert und damit das Virus sichtbar gemacht (Black 
und Mitarb. 1950; Smith 1953; Brandes 1955, 1956; Skotland und 
Mitarb. 1955; Goldin und Fedotina 1956; Nixon 1956b). Eine kriti- 
sche Beurteilung dieser Methode lieferten Frey-Wyssling (1955) und 
Nixon (1956a). : 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Darstellung der Viren in der 
Zelle erstmalig die von Strugger (1956) eingefiihrte Kontrastierung mit 
Uranylacetat angewandt (1%ige Lésung in Aqua dest., Behandlung der 
Bliiten bis zu 4 Std., der Folgeblatter bis zu 2 Std.). Ausreichende Wis- 
serung von mindestens dreimal % Std. in Aqua dest. nach der Kontrastierung 
ist unbedingt nétig. 

Die lichimikroskopische Kontrolle der Objekte nach der Kontrastierung 
wurde in Stichproben durchgefiihrt. Der Erhaltungszustand der Schleifen 
war unverandert. Die Weiterbehandlung der Objekte nach der Konira- 
stierung erfolgte nach der in der Elektronenmikroskopie iiblichen Methode: 
Alkoholreihe 30%, 50%. 70%, 80%. 90%. 96% (je %—1 Std.), abs. Alkohol 
dreimal % Sid.; Gemisch aus Methylmethacrylat und n-Butylmethacrylat 
(1:9 Vol.%) in dreimaligem Wechsel je 1—4 Std. (Kiihlschrank); Einbettung 


der Objekte in das mit Katalysator versehene Gemisch in Gelatinekapseln 
und Polymerisation bei 47°C im Thermostaten iiber 24 Std. Die Diinn- 
schnitte wurden mit dem Ultramikrotom nach Sjéstrand (Stahlmesser, 
selten Glaskeil) hergestellt 4. Die elektronenmikroskopische Untersuchung 
der Uliradiinnschnitte erfolgte am Elmiskop Ia von Siemens bei 80 kV 4. 


Ergebnisse 
1. Die Schleifen bestehen im wesentlichen aus fibrillarem Virusmaterial. 
Es gibt keinen Hinweis auf weitere am Aufbau der Schleifen beteiligite 
Stoffe. 


4 Fiir die Herstellung der Ultradiinnschnitte danke ich Fraulein Dr. R. 
Spiekermann, Botanisches Institut der Universitat Miinster, fiir die Durch- 
fiihrung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen Fraulein R. H 6 rig, Elektro- 
nenmikroskopische Abteilung der Universitat Miinster, Leitung Dozent Dr. L. 
Reimer. 
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2. In Ubereinstimmung mit den lichtmikroskopischen Befunden an nicht 
fixiertem Material liegt die durchschnittliche Dicke der Schleifen bei 1 u 


Abb. 16a und b. a Lichtmikreskopisch sichtbare Schleife aus dem Bliitengewebe 
im Liangsschnitt. b Sublichtmikroskopische Schleife aus dem Folgeblattbereich. ge- 
schlossene cytoplasmatische Umhiillung. (pr. 8800) 17.600X. 


(660—1330 mu). Eine erhebliche Veranderung infolge Fixation und Ent- 
wasserung kann also nicht eingetreten sein. Dariiber hinaus wurden Schlei- 
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fen von 220—400 mu Dicke sowohl im Bliiten- wie im Folgeblattbereich 


elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht, die eine Erweiterung der licht- 
mikroskopischen Befunde darstellen (Abb. 16D). 


5 5 


Abb. 17a. b und c. Schleifen im Langsschnitt. Schnittbinder beweisen den Aufbau 
aus TMV-Fibrillen. (pr. 15.000) 30.000X. 


3. Die Schleifen besitzen keine Membran: sie werden aber zumindest in 
Friihstadien von einem Cytoplasmabelag véllig umschlossen (Abb. 165). 
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4, Die die Schleife bildenden Virusfibrillen sind schraubig bis korken- 
zieherartig tordiert. Die Starke und Richtung der Torsion sind unterschied- 
lich. Die Torsion kann im Uhrzeigersinn (= rechtslaufig) oder dem Uhrzei- 
gersinn entgegen (= linkslaufig) erscheinen. Auf den meisten Praparaten 
wurden rechtslaufige Schleifen mit einem Fibrillenverlauf von rechis unten 
nach links oben beobachiet. In jedem Falle liegt eine starke Torsion 
vor, wie an dem im Vergleich zur Schleifenlangsrichtung schragen Fibrillen- 
verlauf ersichilich ist. 

Die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Sdhlei- 
fen stiitzen sich auf die nahezu gleichartige Aussage von 30 elektronen- 
mikroskopischen Aufnahmen aus dem Bliitenbereich. Die an Bliiten ge- 
wonnenen Ergebnisse werden durch gleichartige Befunde an Folgeblattern 
bestatigt. Auf Grund des guten Fixationszustandes des Cytoplasmas in 
allen Fallen. in denen es in gréBerem Umfang getroffen wurde, und durch 
den unmitielbaren Kontakt von Cytoplasma und Zellwand, der das Fehlen 
von Schrumpfungen sichert, gewinnen die Aussagen an Zuverlassigkeit. 

Diskussion 

In Bestatigung friiherer Bearbeiter (Klebahn 1928 und Kassanis 
und Sheffield 1941) und auf Grund eigener Untersuchungen ergibt sich 
fiir die unter der Bezeichnung .,Fadenbiindel* (K le bah n 1928) zusammen- 
gefaBten fibrillaren EinschluBkoérper des TMV: 

1. Morphologisch sind die Fadenbiindel durch ihre normalerweise lang- 
gestreckten Formen charakterisiert (Abb. 4). Im Plasmolyseversuch erweisen 
sich die Fadenbiindel als starre. wenig formveranderliche Gebilde. 


2. Ihren strukturellen Aufbau aus langsverlaufenden Fibrillen zeigen 
die Fadenbiindel in vielen Fallen von vornherein: ist die Fibrillarstruktur 
nicht erkennbar, so kann sie leicht durch Azidifizierung verdeutlicht werden. 
Die Fadenbiindel erscheinen infolge unregelmaBiger, schwacher Torsion der 
Fibrillen haufig inhomogen. 


3. Fadenbiindel sind in bezug auf den Fibrillenlangsverlauf in allen 
Fallen eindeutig positiv doppelbrechend. 

4. Fadenbiindel treten bei verschiedenen TMV-Stammen in unregel- 
mafiger Weise auf. 

3. In ihrem Verhalten auferen Einfliissen gegeniiber sind die Faden- 
biindel durch eine erhebliche Stabilitat charakterisiert. Bei der Behandlung 
mit verdiinnter Essigsaure (1:10) lésen sie sich langsam unter Verdeut- 
iichung der Fibrillarstruktur von den Enden her auf. Eine Umlagerung der 
Fadenbiindel in kristalline Bléckchen durch 1 mol KSCN ist nur in Einzel- 
fallen auszulésen; sie ist dann charakteristisch von der Schleifenumlagerung 
zu prismatischen Aggregaten verschieden. 

Die Schleifen sind demgegeniiber in entsprechender Weise zu kenn- 
zeichnen: 

1. Schleifen weisen normalerweise nur stark gewundene Formen auf. 
Im Plasmolyseversuch mit schonenden Plasmolytika zeigen Schleifen eine 
hohe Flexibilitat und Elastizitat. 
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2. Uber die Struktur der Schleifen lassen sich im Lichtmikroskop kaum 
Aussagen machen. Im Normalfall sind die Schleifen auf ganzer Lange von 
gleicher Dicke und véllig homogen. Die elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen zeigen den Aufbau der Schleifen aus stark schraubig gewundenen 
Virusfibrillen. 

3. Eine positive Doppelbrechung in bezug auf den Schleifenlangsverlauf 
wurde in keinem Falle ermittelt. 

4, Schleifen wurden ausschlieBlich und allein bei dem TMV-Gelbstamm 
G 2 beobachtet, hier aber kontinuierlich wahrend des ganzen Jahres. 

3. Schleifen stellen eine sehr instabile Form des TMV dar. Bei der Be- 
handlung mit verdiinnter Essigsaure (1 : 10) lésen sich gewundene Schleifen 
ohne Strukturverdeutlichung von den Enden her auf; jedoch erfolgt dabei 
eine charakteristische Entspiralisierung. Eine Umlagerung der Schleifen zu 
prismatischen Aggregaten nach der Behandlung mit 1 mol KSCN 1JaRt sich 
fast regelmafig erzielen. 

Durch die gegebene Charakterisierung ist eine begriindete Abgrenzung 
der beiden Formenkreise méglich. Die Schleifen erweisen sich als vollig 
neuer Typ fibrillarer ViruseinschluBkorper. 


Zur Struktur der hexagonalen Prismen 

Seit den ersten Untersuchungen an tabakmosaikvirusinfizierten Pflanzen 
(ILwanowski 1903) sind ZelleinschluBkérper bekanni. die in Aufsichi 
eine im typischen Fall sechseckige. im Profil eine rechteckige Umrifform 
aufweisen und die als hexagonale Prismen oder Platten (im Folgenden: 
h. P.) bekannt sind. Durch eingehendere Untersuchungen von Goldstein 
(1924, 1926) und Sheffield (1931, 1934) u.a. sind unsere Kenntnisse iiber 
Entwicklungsgeschichte und Morphologie, Vorkommen und Bildungsbedin- 
gungen der h. P. erweitert und im wesentlichen abgeschlossen worden. Zu- 
sammenfassende Darstellung und Literaturangaben bei Bawden (1950) 
und Kéhler und Klinkowski (1954). 

Uber die Struktur wurden nur knappe Angaben gemacht, unter denen 
der nadelige Zerfall nach Azidifizierung (Iw anowski 1903; Goldstein 
1926: Sorokin 1927) und die Doppelbrechung bei Profilansicht besonders 
crwahnenswert sind. Erst in neuerer Zeit beschaftigten sich Wilkins und 
Mitarb. (1950) in einer vornehmlich polarisationsmikroskopischen Studie 
mit der Struktur der h. P. etwas eingehender. Durch die elektronenmikro- 
skopischen Untersuchungen von isoliertem Prismenmaterial durch Steere 
und Williams (1953) wurde der Aufbau der h. P. aus TMV-Partikeln 
erwiesen, der schon auf Grund von lichtmikroskopischen Untersuchungen 
von Purdy- Beale (1937) vermutet worden war. Einen sehr wesentlichen 
Fortschritt stellt die Arbeit von Brandes (1956) dar, der in der Zelle den 
Aufbau der h. P. aus fibrillarem TMV-Material am Ultradiinnschnitt nach 
Schragbedampfung unmittelbar zeigen konnie. Weniger eindeutig sind da- 
gegen die nach Fixation mit Trichloressigséure erhaltenen Ergebnisse von 
Goldin und Fedotina (1956). Ziel der eigenen Untersuchungen mufte 
es sein, die bestehenden Unstimmigkeiten zwischen polarisationsmikrosko- 
pisch und elektronenmikroskopisch ermitieliem Strukturbild zu klaren. 
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Lichtmikroskopische Strukturanalyse 


Fiir die Strukturanalyse kommen nur vollig ungeschidigte Zellen in 
Frage. Aufsichtsbilder der h. P. zeigen normalerweise keine Strukturen und 
sind véllig homogen (Abb. 18 a). Ganz selten, verdeutlicht bei Schraglage. 
ist eine Schichtstufe festzustellen (Abb. 18 b). 


we Se ; 
Abb. 18a und b. a Hexagonales Prisma im Rindenparenchym der Wurzel in Auf- 
sicht. Vergr. 800. b h. P. im Rindenparenchym des Sprosses. Die Schraglage ver- 
deutlicht eine Schichtstufe. Vergr. 1660X. 


In Profilbildern ist diese Schichtung senkrecht zur hexagonalen Achse 
unter bestimmten Bedingungen ebenfalls lichtmikroskopisch erkennbar, z. B. 


es : . oH : i 


Abb. 19a und b. Hexagonale Prismen in Profilansicht mit deutlicher Schichistruk- 
tur. Vergr. a 2080. b 1750. 


in den phellogennahen Zellen des Phellems, im Rindenparenchym, in Blatt- 
und Bliitengeweben. Die Sichtbarkeit der Einzelschichten erfolgt im Zuge 
einer Lockerung des Zusammenhaltes der Schichten untereinander: dabei 
kommen graduelle Unterschiede vor. Wahrend normalerweise die urspriing- 
lich rechteckige Umrifform der h.P. in Profilansicht erhalien bleibt 
(Abb. 19 a). kommt es besonders im Bliitenbereich oft zu einer Verschiebung 
und einem Auseinandergleiten der Schichtst6Be senkrecht zur hexagonalen 
Achse: es entstehen unregelmafige Profilbilder. die die Eigenstindigkeit 
der Einzelschichten verdeutlichen (Abb. 19 5). 
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An Prismen aus verschiedenen Geweben wurden Schichtdicken bestimmt. 
Bei insgesamt 45 untersuchten Prismen ergab sich in vélliger Uberein- 
stimmung mit den Befunden von Wilkins und Mitarb. (1950) eine 
Minimalschichtdicke von 0,3 u, die mit der Partikellange des TMV gut iiber- 
einstimmt (Abb. 19 a). Haufig wurde auch die doppelte Schichidicke mit 
0.55—0.6 uw aufgefunden (Abb. 19 b). 

Angesichts der erwiesenen Schichistruktur fiir einzelne Prismen und der 
vermuteten Schichtstruktur aller h. P. war es naheliegend, die von Strug- 
ger (1947, 1951) so erfolgreich bei der Strukturanalyse lamellirer Kérper 
benutzten Quellungsmittel anzuwenden. 

Quellung mit 0.8 mol KOH: Die Quellungsversuche konnten nicht an 
fixiertem Material unternommen werden. da die Fixation auch mit den 
besten Fixiermitteln nachweislich zu Veranderungen der Prismenstruktur 
fiihren kann. Die Anwendung der KOH selbst fiir die Strukturanalyse ist 
nicht unbedenklich, da durch Schramm und Mitarb. (1955) der Zerfall des 
TMV in alkalischer Lésung und durch eigene Untersuchungen zum Form- 
wechsel die Umlagerungsfahigkeit des TMV bekannt sind. Konzentration 
und Einwirkungsdauer spielen dabei jedoch eine ausschlaggebende Rolle. 
Die Schnelligkeit. mit der unabhangig von der GréBe und Ausbildungsform 
alle Prismen ohne Ausnahme aufblattern und eine Schichtstruktur zeigen. 
und die hohe Ordnung der Schichtung, die dabei in allen Fallen sichtbar 
wurde, unterstiitzen die Annahme einer primar gegebenen Schichtstruktur. 
An Bliitenmaterial mit stellenweise massenhaftem Vorkommen von h. P. 
und der Méglichkeit. am Farbumschlag des Anthocyans den Weg der KOH 
zu verfolgen, wurde bevorzugt gearbeitet. Die Beobachtung der Aufblatte- 
rung ist nur an Profilansichten méglich. Im allgemeinen erfolgt die Quel- 
lung mit der Kalilauge auBerordentlich rasch, da das Eindringungsvermégen 
in die Zellen sehr groB ist. 

Quellung mit 0.6—1 m KSCN: Die Quellung mit KSCN hat gegeniiber 
der mit KOH den Vorteil, da® sie erheblich langsamer verlauft und nicht 
bis zur totalen Aufblatterung mit rascher Auflésung der Schichien fiihrt. 
Auch liegt der pH einer 1 mol KSCN-Lésung unter dem einer 1 mol KOH- 
Loésung. und da nach Schramm und Mitarb. (1955) die Spaltung des 
TMV iiberhaupt erst bei pH 9,2 nach 36stiindiger Dialyse bei + 4°C 
elektrophoretisch nachweisbar wird, so entfallt die Kritik eines sekundiaren 
Zerfalls der Prismen in partikelhaltige Schichten. Im iibrigen enisprechen 
die mit KSCN erhaltenen Strukturbilder der h. P. véllig denen nach Quel- 


lung mit KOH. 


Elektronenmikroskopische Strukturanalyse 


Bereits im Abschnitt iiber die Struktur der Schleifen sind die Ergebnisse 
der mit den verschiedensten Fixiermitteln an Bliitenblattern durchgefiihrten 
Fixationsversuche dargestellt. Die als gestreifte Massen (= striate material) 
in der Literatur immer wieder beschriebenen Strukturbilder der h. P. sind 
Fixationsartefakte essigsiurehaltiger Fixiermittel (Goldstein 1926, 
Hoggan 1927 u. a.). Die Anwendung von 1%- oder 2%iger, gepufferier 
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Osmiumsiiurelésung erwies sich — wenn auch nicht in allen Fallen (vergl. 
Brandes 1956) — fiir eine Strukturerhaltung als brauchbar. Unterschiede 
im Erhaltungszustand der h. P. sind angesichts der unterschiedlichen Be- 
dingungen in den einzelnen Geweben und bei dem unkontrollierbaren Ein- 
fin® der Zellsaftaziditat von vornherein zu erwarten. 

Die Behandlung der Objekte bis zur elektronenmikroskopischen Beob- 
achtung erfolgte hier wie in der fiir die Strukturuntersuchung der Schleifen 
bereits angegebenen Weise. 

Ergebnisse 

Es kamen ausschlieBlich Profilbilder der h. P. zur Beobachtung. 

Die hexagonalen Prismen bestehen im wesentlichen aus Virusmaterial. 
Es gibt keinen Hinweis auf weitere am Prismenaufbau beteiligte Stoffe. 

Eine eigentliche Prismenmembran existiert nicht. Es kommt jedoch eine 
unterschiedlich starke Umhiillung durch das Cytoplasma vor. Ist der Cyto- 
plasmaschlauch diinn, so wird zum Teil eine Membran_ vorgetiiuscht 
(Abb. 20). 

Als urspriingliche Prismenstruktur wird in Ubereinstimmung mit den 
licht- und polarisationsmikroskopischen Befunden die Schichistruktur senk- 
recht zur hexagonalen Achse angesehen. Die Einzelschicht wird dabei von 
TMV-Partikeln von ungefahr 300 mu Linge in dichter Parallelordnung auf- 
gebaut. Eine charakteristische, von Schicht zu Schicht wechselnde Schraglage 
der Partikeln im Vergleich zur Richtung der hexagonalen Achse wurde nicht 
oder nur lokal beobachtet. Prismen mit zwei und drei Schichten waren dic 
jiingsten, elektronenmikroskopisch erfaften Friihstadien der Prismenbil- 
dung in Sekundarblattern keimlingsinfizierter Tabakpflanzen 26 Tage p. i. 
(= post infectionem). 

Die fiir das TMV charakteristische Partikeldicke von 15 my ist zum Teil 
bestimmbar. Der Abstand der gefarbten Faden in Abb. 21 betragt an ge- 
ordneten Stellen 15—20 mu. Ob es sich dabei um einen mit Uranylacetat 
angefarbten Nukleinséuredocht (Schramm und Mitarb. 1955) oder um 
einen sekundar erfiillten Hohlkanal (Huxley 1956 und Fernandez- 
Moran und Schramm 1958) handelt, bleibt zunachst unentschieden. 
Alle langsfibrillar strukturierten Prismen (Abb. 20) werden als Fixations- 
artefakte gedeutet, die durch Langsaggregation der Viruspartikeln bei un- 
zulanglicher Fixation unter Erhaltung der auBeren Umrifform entstehen. 

Diskussion 

Nach AbschluB der vorliegenden Arbeit wurde die Veréffentlichung von 
Steere (1957) bekannt, in der auf Grund einer elektronenmikroskopischen 
Untersuchung ebenfalls die Schichistruktur der h. P. publiziert wird. Die 
auf methodisch véllig andersartigem Wege gewonnen Praparate (Gefrier- 
fixation, Schrigbedampfung, Kohlefilmreplica-Verfahren) stellen eine er- 
freuliche Bestatigung der eigenen Befunde dar (vergl. Wehrmey er 1957). 
Somit ist die Schichtstruktur licht-, polarisationsmikroskopisch und elek- 
tronenmikroskopisch in gleicher Weise bestatigt. In bezug auf die Partikel- 
orientierung innerhalb der Einzelschichten wurde jedoch von Steere nur 
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Abb. 20. Geschlossene Cytoplasmaumhiillung eines Prismas (Profilansicht). 
(pr. 15.000X) 22.500. 


Abb. 21. Prefilansicht eines hexagonalen Prismas mit ausgebildeter Schichtstruktur. 

Einzelschicht aus langsseits parallelgeordneten TMV-Partikeln von 300 mu Lange: 

der Abstand der gefarbten ..Faden* an geordneien Stellen 15—20 mv. (pr. 21.500) 
48.000. 
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einmal die aufgezeigte Parallelordnung der Viruspartikel zur hexagonalen 
Achse, mehrfach dagegen eine von Schicht zu Schicht wechselnde, geringe 
Schraglage gefunden: Fischgratmuster (= herringbone pattern). Steere 
glaubt (I. c., Seite 55): ,,[t is probable that both types of crystal are formed 
in nature.“ Auch in der bereits zitierten Arbeit von Wilkins und Mitarb. 
(1950) werden zwei Kristalltypen diskutiert, die den beiden aufgefundenen 
Strukturtypen entsprechen diirften. 


Zusammenfassung 

1. Mit den Schleifen wird eine neue Form fibrillarer Einschlu&kérper 
des TMV aufgefunden, die sich von den iibrigen fibrillaren Einschluf- 
kérpern (— Fadenbiindel nach Klebahn 1928) charakteristisch unter- 
scheidet. 

Die Schleifen finden daher in der vorliegenden Veréffentlichung eine 
eingehende Darsiellung, die Vorkommen, Morphologie, Entwicklungs- 
geschichte, Formwechsel und Struktur der Schleifen umfaBt. 

2. Die Struktur der seit Lwanowski (1903) bekannten hexagonalen 
Prismen wird licht- und elektronenmikroskopisch untersucht. In Uberein- 
stimmung mit den polarisationsmikroskopischen Befunden von Wilkins 
und Mitarb. (1950) und in Bestatigung der erst nachtraglich bekannt ge- 
wordenen elektronenmikroskopischen Befunde von Steere (1957) (vergl. 
Wehrmeyer 1957) wird der Nachweis einer Schichtstruktur fiir die 
hexagonalen Prismen erbracht. Die Einzelschichten verlaufen senkrecht zur 
hexagonalen Achse und bestehen aus TMY-Partikeln von 300 mu Lange in 
dichter Parallelordnung. 
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I. Einleitung 

Die vor einigen Jahren von E. Moser (1946) an Monocystideen durch- 
gefiihrten bewegungsphysiologischen Untersuchungen gaben die Anregung. 
das Problem der Bewegung, insbesondere der ,,ohne sichtbare Kontraktion 
der Leibeshiille fortschreitenden Bewegung” (K61]liker 1847) an poly- 
cystiden Gregarinen wieder aufzunehmen. Wichtige Arbeiten auf diesem 
Gebiet liegen schon lange Zeit zuriick. so daft es ratsam erscheint, einen kur- 
zen Uberblick zu geben. 

In den- Jahren 1893—1894 beschrieb Sche wiakof f die Gleitbewegung 
der Gregarinen und stellte die Theorie auf, die auch heute noch in jedem 
Lehrbuch zu finden ist: Die Gregarine scheide eine gallertige, klebrige Sub- 
stanz ab, die sich an der Unterlage anhefte; durch weiteres Abscheiden ver- 
langere sich der ,,Stiel”, an dessen Spitze das Tier vorwiarts geschoben werde. 
Crawley (1902) halt dagegen winzige Myonemkontraktionen fiir die Ur- 
sache der Bewegung. Er steht mit dieser Ansicht nicht allein, denn 1897 sind 
schon Porter und Biitschli zu ahnlichen Ansichten gekommen. Die 
Arbeiten Sokolows (1912) kniipfen an die Schewiakof fsche Theo- 
rie an; jedoch sieht er in dem Vorgang des Gallerteabscheidens 
die Bewegungsursache. Er konnte zeigen, daB sich hinter dem Tier kein sich 
verlangernder Stiel bildet, sondern zum Beispiel in Tuschepriparaten feine 
Partikelchen nachgeschleppt werden. Zur Stiitzung seiner Theorie fiihrt 
Sokolow auch seine Untersuchungen in sauren Medien an. Die Tiere 
.kriimmen™ sich fast auf der Stelle, als Folge der in saurem Milieu nicht 
méglichen Schleimabgabe. P rel! (1921) modifiziert diese Theorie: Er hali 
nicht den Vorgang des Sezernierens fiir den entscheidenden Faktor der Be- 
wegung, sondern den Quellungsdruck, den die schon abgeschiedene 
gallertige Substanz auf das Tier ausiibt. Somit diirfte nach P re 11 die Gleit- 
bewegung physikalisch wesentlich besser zu erklaren sein. Aber die Frage. 
ob aus mikroskopisch unsichtbaren Poren eine viskése Substanz iiberhaupt 
abgeschieden werden kann, muften sowohl Sokolow als auch Prel! 
unbeantwortet lassen. 


Neben der ..passiven” Gleitbewegung wird der .aktiven” Bewegung nur 
wenig Beachtung in der Literatur geschenkt. M iih| (1921) teilt die Bewe- 
gung der Gregarinen in drei Gruppen ein: 1. Peristaltischhe Bewegung, ahn- 
lich der von Monocystis agilis Stein. 2. Energische Knickbewegung durch 
Kontraktion ringférmiger, selten langsverlaufender Myoneme und 3. Pas- 
sive Bewegung. Ebenso unterscheidet Prell (1921) in seiner Arbeit eine 
~peristaltischhe Bewegung und Kriimmungsbewegung durch Kontraktion des 


Protoplasten oder seiner Myoneme’ 
Gestaltsveranderung™. 


und eine ,.gleitende Bewegung ohne 


Nach den bis heute vorliegenden Arbeiten lassen sich also verschiedene 
Bewegungsarten fiir polycystide Gregarinen unterscheiden: 1. Die passive 
oder gleitende Bewegung. die ohne Anderung der Gestalt des Tieres und 
ohne sichtbare Tatigkeit irgendwelcher Organellen ablauft. 2. Die aktive 
Bewegung, bei der sich die Tiere mit Hilfe von Myonemkoniraktionen unter 
lebhaften Gestaltsinderungen fortbewegen. 3. Es werden .,Knickungen™ und 
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..peristaltische” Bewegungen beschrieben. deren Bedeutung fiir die Orisver- 
anderung unklar bleibt. 

In den oben genannten Arbeiten werden die Ausdriicke ,Schleim™ und 
.Gallerte™ offensichtlich zur Bezeichnung ein- und derselben Substanz ver- 
wandt. 

Die zahlreichen bisherigen Untersuchungen iiber die Bewegung der Gre- 
garinen zeigen, daft nur durch die Anwendung einer neuen Untersuchungs- 
methode weitere Ergebnisse zu erwarten sind. Daher wurde in der vorlie- 
genden Arbeit die Methode der Kinematographie angewandt. Nur mit Hilfe 
des Filmes ist es méglich, die Bewegung einer gréBeren Zahl von Tieren 
gleichzeitig zu beobachten und mefbare GréBen zu erarbeiten. 

Es sollen hier nur einige Fragestellungen aufgezeigt werden, die sich aus 
der schon zitierten Literatur ergeben: 

Sokolow (1912) stellte in seinen Untersuchungen mit sauren Medien 
fest, da keine Gleitbewegung mehr stattfindet, sondern durch die .,aktive™ 
Bewegung ersetzt wird. Der Autor folgerte aus diesen Beobachtungen. 
da im sauren Medium kein Schleim mehr abgeschieden werden kénne. 
Diese Arbeit regte eigene pH-Untersuchungen an. Es war dabei von Inter- 
esse, wie sich die Tiere beim Ubergang von der .,passiven™ zur .aktiven™ 
Bewegung verhalten. Nach Angaben anderer Autoren tritt die ,,aktive™ 
Bewegung nicht nur in sauren Medien auf. Die Frage, wann die Gleitbewe- 
gung durch die .aktive’ Bewegung ersetzt wird, ist also durch die Soko- 
lowschen Versuche noch nicht erschépfend beantwortet. 


Bei der Bewegung der Protozoen spielt die Protoplasmastrémung eine 


bedeutende Rolle. Es war daher zu priifen, ob fiir die Entstehung der 
Gleitbewegung Strémungen des Protoplasma als Ursache in Frage kommen. 


Ganz besonders aber war zu erwarten, daf die Anwendung des Zeitraffer- 
filmes und die sorgfaltige Auswertung — Teilbildanalyse (K uh] 1937) 
zu neuen Erkenntnissen der Gregarinenbewegung fiihren, zu denen wir auf 
Grund unseres angeborenen Zeitmomentes durch alleinige subjektive Beob- 
achtung nicht gelangen kénnen. 


II. Material und Methode 


Zur Untersuchung gelangten die drei im Darm der Larve des Mehlkafers 
(Tenebrio molitor L.) lebenden Arten: Gregarina cuneata Stein, Grega- 
rina polymorpha Hammerschmidt und die seltener auftretende Gre- 
garina steini Berndt. 

Die mit Gregarinen befallenen Darme der Tenebrio-Larven wurden in 
Salznipfchen zerzupft. Als Untersuchungsfliissigkeit erwies sich eine 
0.8%ige NaCl-Lésung relativ am giinstigsten; sichtbare Schadigungen traten 
erst nach mehr als 14 Stunden ein. Da die Materialbeschaffung keine Schwie- 
rigkeiten bot, war es méglich, die Beobachtung eines Praparates auf 
wenige Stunden zu beschrinken. Die normalen Lebensbedingungen dieser 
Tiere als Darmparasiten machen es sehr wahrscheinlich, da Sauer- 
stoffzutritt eher schidigend als férderlich ist; deshalb wur- 
den die Praparate, soweit der betreffende Versuch es zulieB, sofort a11- 


15* 
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seitig mit Paraffin umrandet. Ein Einflu® der Lichiquelle kann 
fiir die kurze Zeit der Beobachtung und Filmaufnahme verneint werden: 
es wurde immer ein starkes Griinfilter (VG 3 Schott) benutzt. Eine Warme- 
schidigung durch die Niedervoltlampe (Monla) ist nie eingetreten, wie Tem- 
peraturversuche ergaben. 

Die Mehrzahl der Filmaufnahmen wurde mit der automatischen Mikro- 
filmkamera der Firma Zeiss-Winkel durchgefiihri. Leider erlaubte die re- 
iativ schnelle Bewegung der Gregarinen keine stairkere Zeitraffung: es 
wurde fast ausschlieBlich eine Raffung auf 1/16. d. h. 1 Bild/Sekunde ange- 
wandt. 
































Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Anordnung zur Beobachtung der fesigelegien Gregarinen in der Kammer. 


Abb. 2. Eintauchobjektiv (E. Leitz) an Stelle der Kammer. 


Zu den Untersuchungen der Abhangigkeit der Bewegung vom 
pH- Wert des Mediums ist folgendes zu bemerken: 

Die mit Phosphat-Puffer nach Sérrensen abgepufferte Kochsalzlésung 
wurde mit verschiedenen Sauren und Laugen angesauert bzw. alkalisch ge- 
macht. Der pH-Wert wurde dann mit Hilfe eines elektrischen pH-Meters 
(Metrom) fesigestellt (Genauigkeit + 0,05). 

Ein mit Parasiten reichlich angefiillter Darm wurde mit einer Pipette 
angestochen und die mit dem Darminhalt aufgenommenen Gregarinen so- 
fort in die entsprechende Lésung gegeben. Zu gleicher Zeit wurde jeweils 
ein Konitrollpraparat angefertigt. Auf diese Weise konnte eine Versuchs- 
reihe mit dem Inhalt eines Darmes durchgefiihrt werden. 

Sowohl zur Klarung der Frage einer Protoplasmabewegung in 
Gregarinen wie auch zur Beobachtung einer Stré mung am Tier entlang. 
war es notwendig. die Gregarinen derart festzulegen, daf sie sich nicht mehr 
bewegen konnten. jedoch durfien sie nicht durch Druck geschadigt werden. 
Zu diesen Versuchen wurde der Mikromanipulator von E. Leitz benuizt. 
Geeignete Syzygien wurden mit zwei langausgezogenen Glas- 
ka pillaren, die dadurch fe dernd auf die Tiere driickten, festgehalien. 
Dic Beobachtungen erfolgien entweder in einer 2mm hohen Kammer, in 
der ein grober Tropfen gegen das Deckglas ansprang. derart. daft sich im 
Schnitt gesehen eine groBe bikonkave Fliissigkeitsschicht ergab, in deren 
Mittelpunkt das Objekt lag. oder es wurde mit einem Eintauchobjektiv ge- 
arbeitet (Abb. 1 und 2). Strémung in Objektnahe durch Verdunstung wurde 
dadurch vermieden. Die Aufnahmen zu diesen Versuchen erfolgien mit 
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einem tiber dem Mikroskop des Mikromanipulator angebrachien Universal- 
Kinamo (35-mm-Normalfilm) unter einer Zeitraffung auf 1/4s. 


III. Subjektive Beobachtungen 


1. Die .passive* Gleitbewegung 

Vergleicht man die in der Einleitung aufgezeigten vie r Hypothesen, so 
ergibt sich, daB sich drei auf einen gemeinsamen Faktor stiitzen. 
Sie bringen die gleitende 
Fortbewegung der Grega- 
rinen mit dem Abscheiden 
einer gallertigen Substanz 
in Verbindung. Es_ stand 
daher die Frage nach dem 
Verhalten dieser Gallerie 
im Vordergrund. 

Die MehrzahI derineinem 
Priparat sich bewegenden 
Gregarinen schleppt eine 
verschieden grofe Ansamm- 
lung einer viskésen Sub- 
stanz am Hinterende mit. 
Noch deutlicher zeigten das 
Tusche- oder Karminpripa- 
rate. Den Schewiakoffschen 
Galleristiel vorzufinden, 
wird niemand mehr erwar- 


Abb. 3. Gregarina sp. Sechs Tiere hangen mit 
dem Hinterende an einem aus dem Darm des 
Wirtstieres stammenden Schleimpfropfen. Be- 
wegungsversuche scheitern, dabei knicken die 
Tiere kurz hinter dem Protomeriten abwechselnd 
mul — sofern die Theorien nach links und rechts um. 

von Sokolow (1912) und 

Prell (1921) fiir die Bewegung der Gregarinen zuireffen sollten — ist ent- 
weder eine Volumzuna hme der nachgeschleppten Gallerte, oder 
das Austreten einer Substanz aus dem Kérper des Tieres mu® durch eine 
Verdringung von zugesetzten Tuschepartikelchen sichtbar werden. Es ist 
dabei gleichgiiltig, ob man den Vorgang der Gallerteabscheidung oder das 
Quellen des bereits sezernierten Schleimes als Ursache der Bewegung an- 
nimmt. Es zeigte sich jedoch in der Umgebung der Tiere keine Ortsverlage- 
rung der Fremdpartikel mit Ausnahme derjenigen Teilchen. die nahezu 
unter den Tieren lagen. 

Die geschilderten Beobachtungen lieBen bereits starke Zweifel an der 
Richtigkeit der ,,Gallerietheorien* aufkommen. In diesem Zusammenhang 
verdient eine weitere Beobachtung Aufmerksamkeit: In einem Praparat 
hingen mehrere Gregarinen mit dem Hinterende an einer Ansammlung von 
Schleim fest, und zwar jede nach einer anderen Richtung. Abwechselnd ver- 
suchten die Tiere. ihren Weg fortzusetzen und schleppten den Schleim mit 
den anhingenden Artgenossen ein Stiick mit, bis andere mit dem Ziehen 


ten. Was man aber in einem 
solchen Priiparat vorfinden 
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anfingen. Haufig kriimmten sich die Tiere dabei kurz hinter dem Protomeri- 
ten ein (Abb. 3). Sowohl nach der Theorie von Sokolow (1912) als auch 


Abb. 4. Der nahezu parasitenfreie Darm einer Tenebrio-Larve unterscheidet sich in 
bezug auf die Schleimmenge nicht vom Darminhalt stark befallener Larven. 


nach der von Prell (1921) hatte es den Tieren méglich sein miissen, sich. 
wenn auch nicht ven dem sichtbaren Schleimballen abzulésen. so doch zu- 





Abb. 5. Gregarina cuneata. Eine am Darmepithel des Wiristieres festsitzende 
Syzygie bewegt sich durch lokal begrenzte Kontraktion seitlicher Myoneme kurz 
hinter der Grenze Protomerit-Deutomerit hin und her. 


mindest voneinander zu entfernen. Der Abstand zwischen den Gregarinen 
blieb aber, abgesehen von kleinen Abweichungen. die durch die Elastizitat 
des Schleimes hervorgerufen wurden, konstant. 

In der Schleimmasse eingeschlossen fanden sich immer zahlreiche Reste 
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pflanzlicher Zellen. Diese Tatsache, wie auch die Beobachtung, daf keine 
Zunahme des Schleimes durch Absonderung stattfindet, und daB der Darm- 
inhalt parasitenfreier Larven sich von dem mit Gregarinen in- 
fizierter Darme nicht unterscheidet. erlaubt wohl den Schlu®B, daB der 
Schleim, der von diesen Tieren immer wieder mitgeschleppt wird, ein 
Produkt des Wirtstieres ist und mit der Bewegung der Gregarinen 
nichts zu tun hat (Abb. 4). 


Abb. 6. Gregarina cuneata und Gregarina polymorpha. Stark befallener Darm 

einer Tenebrio-Larve. In dem zahfliissigen Schleim bewegen sich die Tiere ..aktiv™. 

an weniger zihen Stellen geht jedoch die .aktive* Bewegung sofort in die Gleit- 
bewegung iiber (Pfeil). 


In frischen Priaparaten zeigten manche freibeweglichen Syzygien ein 
eigenartiges Verhalten. Knapp hinter dem Protomeriten kriimmie sich der 
Primit (erstes Tier einer Syzygie) langsam nach rechts oder links. um dann 
ruckartig in die Normallage zuriickzuschnellen. Zunachst konnte diese Be- 
wegung nicht gedeutet werden. bis durch einen Zufall eine ahnliche Bewe- 
gung in einem noch nicht geéffneten Darm entdeckt wurde. Die Tiere 
knickten an der gleichen Stelle um wie oben beschrieben, doch war es 
hier der Deutomerit mit dem anhangenden zweiten ‘Tier, der diese 
halbseitige ..Pendelbewegung“ ausfiihrte. Der Darm wurde vorsichtig auf- 
prapariert — jetzt war deutlich zu erkennen, da die Syzygie mit dem 
Protomeriten am Darmepithel festhaftete. Bei einer einseitigen, lokal 
begrenzten Kontraktion eines oder mehrerer Lingsmyoneme mufte 
die ganze Syzygie hinter der Knickstelle umschwenken (Abb. 5). An 
jenen Syzygien aber, die durch die Préparation vom Epithel abgestreift 
waren, kriimmte sich dagegen bei einer Kontraktion an der gleichen Stelle 
der leichtere Teil der Tiere, eben der Protomerit. Eine Deutung dieses 
Verhaltens ist nicht leicht. Da ein Anheften der Gregarinen vor der 
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Syzygienbildung beschrieben wird (Géhre 1943), wire es denkbar. 


daB diese Klap pbewegung das Loslésen der Syzygie von der Darm- 
wand ermdglichen oder zumindest unterstiitzen soll. 


Abb. 7. Gregarina cuneata. Eine Syzygie zwingt sich durch eine kleine Offnung 
unter vélliger Defcrmation ihrer Gestalt. 


2. Die .z«aktive” Bewegung 


Bei der Beobachtung noch nicht aufpraparieriter Larvendirme zeigte 


sich, daf die Mehrzahl der 

durch die Darmwand sichtba- 

ren Tiere nicht gestreckt 

war. Deshalb wurden einige 

Priparationen nicht in Koch- 

salzlésung vorgenommen, son- 

dern die in dem ausflieBenden 

Darminhalt sich befindenden 

Gregarinen ohne Verdiinnung 

des sie umgebenden Schleimes 

beobachtet (Abb. 6). Hier bot 

sich reichlich Gelegenheit. die 

in der Literatur wenig er- 

wihnte .aktive*s Bewe- 

gung der Gregarinen zu 

studieren. Unter  standiger 

Verinderung der Kér- 

Abb. 8. Die gleiche Stelle des Praparates Pergesta lt drangten 
3% Minuten spater. sich die Tiere durch die vis- 
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kése Masse und an anderen Artgenossen vorbei (Abb. 7 und _ 8). 
Sie zwangten sich durch kleinste Offnungen, wobei ihre Gestalt véllig 


fin 

Abb. 9. Gregarina cuneata. Die Tiere drehen sich bisweilen um ihre Langsachse: 

kann der Satellit dabei dem Primiten nicht folgen, kommt es zu einer pathologi- 
schen Syzygie. 


deformiert wurde. Die Tiere fiihrten bei dieser Fortbewegung oft 
Drehungen um die Langsachse aus. Konnite dann der Satellit einer 
solchen Drehbewegung nicht fol- 
gen, so kam es zu einer patho- 
logischen Syzygie. wie sie Abb. 9 
zeigt. In derartigen Praiparaten 
war der Kern im Augenblick des 
Durchtritts durch einen Engpak 
sehr gut zu sehen; normalerweise 
kann man ihn in dem mit Reserve- 
stoffen stark angefiillten Proto- 
plasma nicht erkennen (Abb. 10). 

Gibt man Kochsalzlésung zu. 
so beobachiet man zuniichst eine 
Quellung des Schleimes, in 
deren Verlauf sich alle Gregari- 
nen zu strecken beginnen. 

Tiere, die an die Grenzfliche 
Schleim—Wasser stoRen, strek- 
ken sich plétzlich (Abb. f1), Abb. 10. Gregarina sp. Durch die Gestalts- 
verlassen den Schleim und blei- veranderungen wird der Kern der Tiere 
ben dann mit dem Hinterende’ sichtbar. Er wird im Verlaufe der Kriim- 
an dem etwas zahen und wohl mungsbewegung oft deformiert. 
klebrigen Schleim haften. Lést 
man die Tiere mit einer Prapariernadel ab, oder gelingt es einigen von 
ihnen, sich selbst zu befreien. so bewegen sie sich nur noch gleitend vor- 
warts (Abb. 12). 
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Sollte die Art der Bewegung von der Viskositat der um- 
gebenden Fliissigkeit abhangen? Um diese Frage zu bejahen, miiBie der 


Abb. 11. Gregarina polymorpha. Die Streckung der Tiere erfolgt an der Grenz- 
flache Schleim-Wasser ruckartig. im gequollenen. nur noch wenig zahen Schleim 
dagegen langsam. 


Abb. 12. Gregarina polymorpha. Nur wenige Tiere vermégen sich vom Schleim zu 
lésen und bewegen sich gleitend., die Mehrzahl bleibt mit dem Hinterende am Rand 
des Schleimballens hangen. 
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oben dargestellte Vorgang umkehrbar sein. Es wurde dazu folgender 
Versuch durchgefiihrt: Auf einen Objekttrager wurden einige 
Kérnchen einer quellbaren 

Substanz (Pharmazeutisches 

Priparat ..Komma‘“) mit den 

in der Kochsalzlésung be- 
findlichen Gregarinen zu- 
sammengegeben und_ das 

Deckglas rasch mit Paraffin 
umrandet. Vorausgesetzt. dal : 

die Menge der verwendeten : ry 
Substanz richtig bemessen , 
war, konnte man jetzt be- 
obachien, da die Grega- 
rinen die Gleitbewegung 
einstellten und sich unter 


Abb. 13. Gregarina polymorpha. Die Bewe- 
gungsfreiheit dieses Tieres wird durch das 
Quellen der dem Praparat zugefiigten Sub- 
stanz eingeschrankt. Erste Anzeichen der .,ak- 
tiven” Bewegung sind am Protomeriten deut- 
Kriimmen und Winden wei- lich sichtbar. der Deutomerit zeigt eine 
terbewegten (Abb. 13). schwache wellenférmige Kontur. 


3. Die Cystenbildung 


Eine Untersuchung der Bewegungsformen bei Gregarinen ware unvoll- 
stindig. lie®e man die Vorgange. die zur Bildung der Cyste fiihren, aufer 





Abb. 14. Gregarina polymorpha. 17 Minuten nach den ersten Kontraktionen des 
Primiten greift die .aktive* Bewegung auch auf den Satelliten iiber. 


acht. Besonders im Friihjahr und Herbst hat man reichlich Gelegenheit. 
das Entstehen einer Cyste zu verfolgen. Neben zahlreichen, in gutem Er- 
nihrungszustand befindlichen Syzygien findet man dann in den Larven- 
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dirmen jene kugeligen Gebilde. in denen sich zwei Tiere eingeschlossen 
haben. Nach Biitschli (1881) werden die Individuen einer Syzygie all- 
mahlich dicker: sie verkiirzen sich dabei, bis eine Kugel entsteht, die sich 
dann mit Schleim umgibt. Leider ist nicht gesagt. bei welcher Gattung die 
Encystierung in dieser Weise ablauft. 

Watson (1916) untersucht diesen Vorgang bei verschiedenen Arten, 
wie Gregarina rigida E| lis. Gregarina galliveri Watson und Stenophora 
erratica Crawley. Ihre Angaben decken sich im wesentlichen mit den 





Abb. 15. Gleiches Tier wie in Abb. 14. Die Syzygie ist nach weiteren 10 Minuten 
zur Rotation iibergegangen. Die Gallertfaden haben sich durch die Drehbewegung 
um die Tiere gelegt. 


hier mitgeteilten Beobachtungen bei Gregarina cuneata und polymorpha. 
(Die Untersuchungen wurden ausschlieBlich an Praparaten, die mit Koch- 
salzlésung hergestellt waren, vorgenommen.) 


Die Cystenbildung wird durch eine lebhafie Bewegung eingeleitet, die 
zunachst nur vom Primiten ausgefiihrt wird. Das Tier ,schwenkt™ hin 
und her. Nach 10 bis 20 Minuten greifen die Kontraktionen der 
Myoneme langsam auch auf das zweite Tier iiber (Abb. 14). 

Bald befindet sich die ganze Syzygie in einer lebhaften Bewegung, die 
aber nahezu auf der Stelle ausgefiihrt wird. Zwanzig bis dreifig Minuten 
nach den ersten Kontraktionen geht das richtungslose Winden der Tiere 
langsam — ohne daB sich dabei die Intensitat der Gesamtbewegung ver- 
indert — in eine Rotation iiber (Abb. 15). Der Vorgang vom Beginn 
der Cystenbildung bis zu einem scheinbaren Stillstand des Cysteninhaltes 
dauert mehrere Stunden. 


Da® die Encystierung nicht ein einfaches Abkugeln oder .Zusammen- 
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rollen® ist, sondern der Vorgang von mehreren Faktoren be- 
stimmt wird, zeigt folgender Fall: 

Der Primit einer Syzygie begann mit der oben geschilderten Bewegung: 
jedoch verhielt sich der Satellit nach vierzig Minuten noch vollkommen 
passiv. Der Primit stellte kurz darauf die windende Bewegung ein, streckte 
sich und nahm die Gleitbewegung wieder auf. Leider kam diese Syzygie 
im Laufe des Beobachtungszeitraumes nicht mehr zur Encystierung. 


Die von Watson (1916) beschriebenen Cystenbildungen scheinen 
weniger kompliziert zu verlaufen. Die Autorin berichtet dazu. daB die 


Abb. 16. Gregarina cuneata. Am Hinterende der Syzygie treten zu Beginn der 
Cystenbildung Gallertfaden aus. Der Beginn der Abscheidung fallt mit den ersten 
Kriimmungsbewegungen des Primiten zusammen. 


Tiere sich kreisférmig bewegen und am Ende des Satelliten Faden oder 
Biindel von Faden angeheftet seien. Tatsachlich finden wir bei allen Syzy- 
gien, die zur Cystenbildung iibergehen, ein ..Biindel von Faden* am Hinter- 
ende .angeheftet*. Hier wird wirklich eine gallertige Substanz 
ausgeschieden, die sich ohne weiteres optisch vom Medium unterscheidet 
(Abb. 16). Das Biindel ist an der Austrittsstelle noch diinn, die Faden“ 
divergieren dann, wahrscheinlich durch Quellung unter dem Einflu& des 
Mediums. Der Beginn der Gallerteabscheidung fallt mit den 
ersten Kriimmungsbewegungen des Primiten zusammen. 
So wird schon ein ansehnlicher .Schweif* gebildet. ehe die Cyste mit der 
Rotation beginnt. 

Der oben beschriebenen. die Cystenbildung einleitenden Bewegung der 
Syzygie kommt eine funktionelle Bedeutung zu. Untersucht man 
den Inhalt einer Cysie. so fallt es immer wieder auf, da® kaum Fremd- 
partikel darin eingeschlossen sind. Wiirden sich die Tiere nur einfach zu- 
sammenrollen, wire ein Einschlu@ zahlreicher Nahrungsriickstiinde des 
Wirtstieres unvermeidbar. Der Protomerit gleitet aber derart dicht am 
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Deutomeriten und dann der ganze Primit am Saitelliten entlang, daB 
anliegende Verdauungsriickstande der Larve nicht dazwischen gelangen, 
sondern seitlich abgedrangt werden. Dieser Vorgang wird durch die schon 
ausgetretenen Gallertfaden noch unterstiitzt. die ein ZuriickflieBen 
der Schmutzpartikel verhindern. 


IV. Teilbild-Analyse der Bewegungsvorginge 
1. Die Gleitbewegung 


Schon die subjektive Beobachtung laBt erkennen, da die Gleitbe- 
wegung nicht kontinuierlich iiber eine gréfere Strecke. sondern ruc k- 
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Abb. 17. Gregarina cuneata. Die Gleitbewegung wird von einer ..Ruhepause™ 
unterbrochen (starker Pfeil), die von einigen ..Vor- und Nachpausen™ begleitet wird. 


weis e erfolgt. Das Gleiten wird von einer ,,.Ruhepause* unterbrochen, 
in der das Tier vollig still liegt. Die Bewegung selbst verlauft derart rasch. 
daf eine graphische Darstellung der innerhalb eines solchen Schubes zuriick- 
gelegten Wegstrecke ohne den Film als Hilfsmittel nicht méglich ist. Dies 
gilt um so mehr, wenn mehrere Tiere gleichzeitig zu beobachten sind. 

Abb. 17 zeigt eine graphische Darstellung der Gleitbewegung einer noch 
jungen Gregarina cuneata. Der zuriickgelegte Weg konnte durch A us- 
messen eines jeden Teilbildes exakt festgelegt werden: er ist auf 
der Ordinate in Millimetern aufgetragen. Die Aufnahmen sind mii der 
geringen Raffung auf 1/s bzw. 1/16 hergestellt, das heift, der zeitliche Ab- 
stand zweier aufeinanderfolgender Bilder betragt % bzw. 1 Sekunde. Die 
Teilbilder dieser Einstellung — folglich auch die Zeit — sind auf der 
Abszisse dargestellt. 

Die Weg-Zeit-Kurve beginnt mit einem relativ flachen An- 
stieg, der bald steiler wird (Filmbild 9). Die Geschwindigkeit fallt von 
Bild 38 an wieder ab, das Tier bewegt sich langsamer und kommt zur Ruhe. 
Nach knapp 1,5 Sekunden wird die Bewegung wieder aufgenommen; doch 
ist der neue Schub erheblich kiirzer. Dieser Wechsel zwischen Bewegung und 
Stillstand vollzieht sich noch mehrmals, bis es zu einer langeren .,.Ruhe*- 
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Pause von Teilbild 87 bis 100 kommt. Verfolgt man die Bewegung iiber die 
gesamte Einstellung von 497 Teilbildern, so ergibt sich, daB die 
Lange der in einem Schub zuriickgelegten Wegstrecke stindig 
variiert, doch liegt zwischen zwei gréReren immer eine Schar kleinerer 
Schiibe. Die Geschwindigkeit des 0,053 mm langen Tieres betrug auf der 
hier zwischen Bild 1 und 40 dargestellten Strecke 0,044 mm / 20 Sek.. oder 
0.131mm/Minute. Die Durchschnittsgeschwindigkeit iiber 
die gesamte Einstellung liegt natiirlich niedriger und erreicht bei diesem 
Tier den Wert von 0,039mm/Minute. Die héhere Geschwindigkeit und 
damit die gréRere Lange des Schubes zu Beginn der Einstellung spricht fiir 
die Beobachtung von Watson (1916). daB Kochsalzlésung eine stimu- 
lierende Wirkung ausiibt. 
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Abb. 18. Das gleiche Tier wie Abb. 17. Der in 20 Sekunden zuriickgelegte Weg wird 
in dem entsprechenden Zeitpunkt als Senkrechte aufgetragen. 


Die nachste Abbildung (Abb. 18) zeigt noch einmal die MeBwerte dieser 
Einstellung in einer anderen Darstellungsweise. Es wurde der jeweils in 
einem bestimmten Intervall zuriickgelegte Weg als Senkrechte in dem zu- 
gehoérigen Punkt der Abszisse errichtet und dabei ein Abstand von 20 Se- 
kunden gewahlt. Die erste Senkrechte stellt also den in den ersten 20 Se- 
kunden dieser Einstellung von diesem Tier zuriickgelegten Weg dar, die 
zweite Senkrechte den von der 20. bis zur 40. Sekunde zuriickgelegten 
Weg usw. Auf der Ordinate ist wieder das Ma® fiir die Lange des Weges 
in Millimetern aufgetragen. Eine .Ruhepause* zeigt sich hier nur 
durch eine Verkiirzung des in der betreffenden Zeiteinheit zuriick- 
gelegten Weges, sofern die Pause nicht langer als der gewahlte Bildabstand 
ist. Trotzdem wurde diese Art der Darstellung vorgezogen, da sie den 
Charakter der Gleitbewegung besser wiedergibt als die Weg-Zeit-Kurve. 
Die einzelnen Schiibe kommen durch die sinusférmige Linie, die die End- 
punkte der Senkrechten miteinander bilden, deutlich zum Ausdruck (siehe 
auch Abb. 20). 

Auf der anderen Seite soll der Eindruck vermieden werden, es kénne 
eine exakte Angabe fiir die Bewegungsgeschwindigkeit der Gregarinen ge- 
macht werden. Eine solche Angabe mu auf einem zahlenmafig sehr grofen 
Material basieren, da die Unterschiede in der Bewegungsgeschwindigkeit 
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mehrerer Tiere erheblich sind. Einer MeBreihe wurden die in der Tabelle 
angegebenen Zahlen entnommen: dabei wurde der von den Tieren in 2 Mi- 
nuten zuriickgelegte Weg auf 120 Teilbildern ausgemessen. Zum Vergleich 
wurde die Lange der Gregarinen ebenfalls gemessen. 





Lange des Weg in mm Lange des Weg in mm 


Tieres in mm in 2 Min. Tieres in mm in 2 Min. 





0,078 0,427 0,051 0,188 
0,059 0,132 0.047 0,174 
0,060 0,296 0,085 0,432 
0,046 0,356 0,088 0,608 
0,105 0,405 0,044 0,232 
0,055 0,160 0,041 ),100 
0,090 0,331 0,070 0,374 
0,060 0,321 0,075 0,482 
0,051 0.183 0,052 0,165 
0,064 0,25% 0,061 0,137 


Zur Gewinnung der Mefpunkte wurden die gezeichneten Teilbilder 
einer Einstellung in einer Zeichnung vereinigt (Abb. 19). Dabei fiel es 
auf, daf einmal die Punkte fiir ein Tier oder eine Syzygie auf einem nahezu 
vollkommenen Kreis oder Kreisbogen lagen, in anderen Fallen je- 
doch auf einer mehr oder weniger geraden Linie. Eine aktive 
Richtungsainderung wiahrend der Gleitbewegung ist niemals be- 


obachtet worden. Wie kam dann die kreisférmige Bahn eines Tieres zu- 
stande? Zeichnet man zu jeder Bahn den Umrif des betreffenden Tieres. 
so stellt man fest. daB jede Abweichung von der normalen, geradlinigen 
Bahn durch eine aty pische Kérperform bedingt ist. Eine rechis- 
seitige Kriimmung des Tieres fiihrt zu einer rechtsgerichteten Kreisbewe- 
gung und umgekehrt. Der Radius dieses Kreises ist von der Starke der 
Kriimmung abhangig. Solche atypische Koérperformen finden sich, ver- 
mutlich bedingt durch die Entwicklung in der Spore, ausschlieBlich bei 
jungen Tieren, sie wurden nie bei alteren Gregarinen be- 
obachtet. Auch eine Abweichung von der normalen Anhaftungsstelle des 
Satelliten kann einen EinfluB auf die Bahn haben (Tier I in der Abb. 19). 
Fiir derartige Beobachtungen eignen sich nur solche Tiere, deren Bahnen 
keine oder nur geringfiigige Stérungen durch Zusammenstée mit anderen 
Tieren erlitten haben. Jeder Anprall an ein Hindernis wird durch einen in 
der Bewegungsbahn auffallenden Knick erkennbar. 

Miih! (1921) hat bei den von ihr untersuchien Gregarinen ein Ei n- 
knicken wihrend der Gleitbewegung beobachtet: dabei ergab sich eine 
direkte Abhangigkeit des Radius der von diesem Tier zuriickgelegten Kreis- 
bahn vom Knickwinkel des Tieres. Sie zog aber aus dieser Beobachtung 
keine Schliisse auf die etwaige Ursache der Lokomotion. 

Die Frage. ob es bei Gregarinen eine Riickwartsbewegung gibt. 
wird in der Literatur verschieden beantwortet. Es kénnen hier die Beob- 
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achtungen von Watson (1916) bestatigt werden, daB es kein Riick- 
wairtsgleiten gibt. Ein solcher Vorgang wird aber manchmal vor- 
getiuscht, wenn ein noch so unscheinbarer Schleimrest am Hinter- 
ende des Tieres an einem Hindernis hangen bleibt. Die Gre- 
garine kann sich gegen den zunehmenden Widerstand des elastischen 
Schleimes zunichst ein Stiick vorwartsbewegen, wird dann aber infolge der 


Abb. 19. Gregarina cuneata und Gregarina polymorpha. Mit Hilfe der Teilbild- 

analyse wird der von den verschiedenen Gregarinen zuriickgelegte Weg aufgezeigt. 

Es wird die Stellung der Tiere nach jeweils 20 Teilbildern = 20 Sek. festgehalten. 

Dabei ergab sich eine Abhangigkeit der Form des zuriickgelegten Weges von der 
Gestalt des Tieres. 


Elastizitat ,.zuriickgeholt*. Mit Hilfe des Mikromanipulators gelang es, solche 
Gregarinen vom anhingenden Schleim zu befreien; darauf wurde ein 
»Riickwartsgleiten* der betreffenden Tiere nicht mehr beobachtet. 


2 Bewegungsphysiologisches Verhalteninsauremund 


alkalischem Medium 


Die Tiere der hier untersuchten Arten Gregarina polymorpha und 
Gregarina cuneata verhielien sich vollkommen gleich; artspezifisches Ver- 
halten war nicht festzustellen. Diese Beobachtung gilt fiir alle in dieser 
Arbeit mitgeteilten Versuche. 

a) pH 7,0: Der Kochsalzlésung wurde nur die entsprechende Menge 
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Pufferlésung zugesetzt. Die Auswertung der Filmaufnahmen ergab keine 
Anderung des Verhaltens in bezug auf die reine Kochsalzlésung. Die Be- 
wegung einiger Tiere ist in Abb. 20 dargestellt. 

b) pH 65: Die Lésung wurde mit n/i0 HCl angesiuert. Die Gleit- 
bewegung blieb normal; es zeigten sich keine Veranderungen, die auf eine 
Wirkung der pH-Anderung zuriickgefiihrt werden kénnte. Nach Géhre 
(1943) hat das Plasma der 
von ihm untersuchten Arten 
Gregarina polymorpha und 
Gregarina cuneata_ einen 
pH-Wert von 6,4. 
| i c) pH 6.0: Abb. 21 zeigt 

den Einflu# der mit HCI an- 
gesiuerten Kochsalzlésung 
auf sehr kleine Grega- 
rinen. Eine Bestimmung 
der Art laft sich nicht mit 
Sicherheit vornehmen. Die 
Mehrzahl der hier abgebil- 
deten Tiere bewegt sich 
nicht mehr. Die Gregarinen 
aber, die noch eine Loko- 
motion zeigen, bewegen sich, 
von zwei Ausnahmen abge- 
sehen, auf der Stelle. Sie 
scheinen nur noch _ mit 
einem kleinen Teil ihrer 
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Abb. 20. Gregarina sp. Auf der Ordinate ist Unterlage zu haften und 
der Weg in Millimeter, auf der Abzisse die Zeit drehen sich um diesen 
eingetragen. Der Abstand von Me8punkt zu Punkt hin und her. Aber 
Mefpunkt betrigt 20 Teilbilder oder — bei der noch im Verlauf der kur- 
Raffung auf '/;, — 20 Sekunden. zen hier aufgezeigten Phase 
stellen weitere Gregarinen 
die Bewegung ein, darunter auch jene kleine, die sich zunachst noch gerad- 
linig fortbewegte. 

Welchen Einflu8 iibt dieses Medium nun auf gréfere Tiere aus? Die 
geradlinige Bewegung des Gleitens wird noch beibehalten, doch ist sie 
langsamer geworden. Unabhiangig davon beginnen die Tiere sich zu kriim- 
men und wieder zu strecken (Abb. 22). Es ist weniger eine scharfe Knickung 
durch eine lokal begrenzte Kontraktion der Myoneme einer Seite als viel- 
mehr ein Umbiegen. Wiederum liegt das Zentrum dieser Kontraktionen 
im ersten Drittel des Deutomeriten. Das Tier rechts oben in der Abb. 22 hat, 
ahnlich wie die kleinen Gregarinen, die Haftung mit der Unterlage zum 
Teil verloren (unscharf) und schwenkt daher in der Starke der Einkriim- 
mung mit dem ganzen Deutomeriten um die noch an der Unterlage haftende 
Stelle. Eine graphische Darstellung der Bewegung ist hier nicht mehr még- 
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lich, da die Gleitbewegung von den Kriimmungsbewegungen iiberlagert 
wird und beide nicht zu trennen sind. 


0 Imm 


Abb. 21. pH 6,0. Gregarina sp. Noch in Bewegung befindliche Gregarinen (punktiert) 
fiihren ,,.Drehungen“ auf der Stelle aus. Anfangslage: Kontur ausgezogen. Die 
Zahlen geben die Nummer des Filmbildes an. 


01mm 
Abb. 22. Gregarina cuneata und Gregarina polymorpha. pH 6,0. Altere Tiere. 
Gleitbewegung und Kriimmungsbewegung iiberlagern sich. 


Die Kontrolle dieses Praparates nach 3 Stunden ergibt, daf die G1] eit- 
bewegung~ inzwischen vollstandig in eine durch starke Kontrak- 
tionen der Myoneme gekennzeichnete Bewegung iibergegangen ist 


16* 
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(Abb. 23).. Interessant ist, da® die Primiten wesentlich stirkere Kontrak- 
tionen zeigen als die Satelliten; diese scheinen mehr oder weniger passiv 
nachgeschleppt* zu werden. Fiir den ganzen Vorgang liefe sich am besten 
der von Moser (1946) fiir eine Bewegungsart bei Monocystiden geprigte 
Ausdruck ,.Rundkriechen* anwenden. 

Eine weitere Filmaufnahme nach 5 Stunden zeigt Abb. 24. Jetzt sind 
auch die Satelliten an der Kriimmungsbewegung beteiligt. Doch machen die 
Tiere einen gescha- 
digten Eindruck. 

Ein Kriterium fiir 
den Grad der Schiidi- 
gung ist bei dem Man- 
gel an Reaktionsiufe- 
rungen der Gregari- 
nen kaum_ gegeben. 
Lediglich der Gesamt- 
eindruck des Tieres 
ermoéglicht dem geiib- 
ten Beobachter eine 
Beurteilung, inwie- 
weit eine Schadigung 
vorliegt oder nicht. 
Hier ist der aufge- 
quollene Deutomerit 
der Tiere und eine 
groBe hyaline Zone im 
ersten Deutomeriten 
einerSyzygie ein deut- 
liches Anzeichen fiir 
eine Schadigung. 


Abb. 23. Gregarina cuneata und Gregarina polymorpha. i 
pH 6,0. Kontrollaufnahme von 5 Tieren nach 3 Stunden. Das i erhalten der 
Eine Gleitbewegung ist nicht mehr festzustellen. Das Gregarinen, wiees hier 
~Rundkriechen* geht allein auf die Tatigkeit der Myo- im Endstadium eines 
neme der Primiten zuriick, die Satelliten zeigen noch pH -Versuches be- 
keine Gestaltverainderung. schrieben wird, schil- 


dert bereits Soko- 
low (1912) in seinen Arbeiten. Doch finden sich bei ihm keine Angaben iiber 
das bewegungsphysiologische Verhalten der Tiere in der Zeit zwischen dem 
Einbringen in das saure Medium und dem ,,Rundkriechen*. Seine Deutung 
dieses Endstadium lat vermuten, daft er den hier geschilderten langsamen 
Ubergang von der Gleit- zur Rundkriechbewegung nicht be- 
obachtet hat. Nach Sok olow hort die Gleitbewegung auf, weil im sauren 
Bereich kein Schleim mehr abgeschieden werden kann; sie wird durch die 
aktive* Bewegung ersetzt. Da gerade dieser Uberganeg fiir das Gesamt- 
bild der Gregarinenbewegung wesentlich erschien, wurde in weiteren Ver- 
suchen die Reproduzierbarkeit dieses Verhaltens festgestellt. 
d) pH 5,0: Abb. 25 zeigt das Knicken und Strecken des Primiten 





ene 
140: ----- 
Abb. 24. Gregarina cuneata und Gregarina polymorpha. pH 6,0. Kontrollaufnahme 
nach 5 Stunden: Die Satelliten kriimmen sich jetzt ebenfalls. Eine sichtbare Schi- 
digung der Tiere ist eingetreten. 


Abb. 25 


Abb. 25. Gregarina cuneata. pH 5,0. Gleitbewegung und Kriimmen iiberlagern sich 
immer stirker. Die Geschwindigkeit der Gleitbewegung ist deutlich geringer ge- 
worden. 

Abb. 26. Gregarina cuneata. ‘pH 4,5. Phasen der Bewegung einer Syzygie aus der 
Teilbildanalyse. 
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einer Syzygie in einem Medium mit dem pH-Wert 5,0. Das Verhalten der 
Tiere dieser Versuchsgruppe unterscheidet sich nicht von dem im vorigen 
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Abb. 27. Gregarina cuneata. pH 4,5. Der unregelmaftige Bewegungsverlauf dieses 
Tieres ist deutlich zu erkennen. 
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Abb. 28. Gregarina sp. pH 8,0. Durch Teilbildanalyse gewonnene Bahnen einiger 
Tiere. Die Zahlen geben das entsprechende Filmbild an. Die Bewegung zeigt keine 
sichtbare Abweichung (vergleiche Abb. 19). 


Abschnitt geschilderten. Nur die Anzahl der Tiere, die sich noch bewegen, 


ist geringer geworden. 
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e) pH 45: Aus der Teilbildanalyse eines Priiparates mit dem 
pH-Wert 4,5 wurden wieder einige Bewegungsphasen einer Syzygie heraus- 
gezeichnet (Abb. 26). Der zugehérigen graphischen Darstellung (Abb. 27) ist 
zu entnehmen, dafi die Gleitbewegung nicht mehr gleichférmig ablauft, 
sondern durch die Knickbewegungen erheblich gestért wird. Diese Dar- 
stellung zeigt auch, da& man eine eventuelle Schadigung des 
Tieres der Kurve nicht entnehmen kann, da der A nteil der K nick- 
bewegung an der Gesamtbewegung nicht fakbar ist. Wieder muf 
sich der Beobachter auf den Gesamteindruck des Tieres verlassen, das hier 
ohne Zweifel bereits eine Schadigung aufweist. 

Weitere Untersuchungen mit pH-Werten unter 4,5 wurden nicht durch- 
gefiihrt, da Vorversuche eine sofort eintretende starke Schadigung der Tiere 
ergaben. 

Zur Erginzung der Beobachtungen iiber das Verhalten der Gregarinen 
in sauren Medien dienten einige Versuche in alkalischer Kochsalz- 
losung. 

f) pH 7,5: Die Tiere zeigen keine Anderung ihrer Bewegungsweise, die 
Gleitbewegung wird ohne Abweichungen beibehalten. 

g) pH 8,0: Auch hier ist das Verhalten der Tiere zunachst unverandert. 
Abb. 28 stellt die Auswertung der Gleitbewegung einiger Einzeltiere und 
Syzygien dar. 

Die Konitrollaufnahmen dieser Praparate nach 3 Stunden ergaben, daft 
sich die Tiere entweder kaum no¢gh bewegten oder schon tot waren. Sie 
wiesen keine sichtbaren Schadigungen auf; lediglich auf Grund der T eil- 
bildanalyse konnte der Tod festgestellt werden. 


V. Untersuchungen an festgelegten Tieren 


1.Zur Frage der Protoplasmastrémung 


Eine wichtige Rolle bei der Lokomotion von Protozoen ist der P rot o- 
plasmastrémung zuzuschreiben. Auch bei Monocystis agilis Stein 
gelang es E. Moser (1946), mit Hilfe des Zeitrafferfilmes eine bisweilen 
heftige Strémung des Plasma nachzuweisen, die subjektiv oft erst nach 
Stunden sichtbar wurde. Solche Plasmabewegungen kénnen durch die 
Lageverainderung der Granulen mit Hilfe der Teilbild- 
analyse sehr gut verfolgt werden. Das Erstaunliche an den Beobachtun- 
gen von Moser ist jedoch, daf solche Strémungsbewegungen zunachst 
von keinen Kontraktionen begleitet werden. Die Autorin berichtet, daft 
erst sehr viel spater Kontraktionen und Dilationen aufireten. Diese Tat- 
sache war die Veranlassung, ahnliche Untersuchungen an den hier be- 
arbeiteten Objekten vorzunehmen, um gegebenenfalls einen Z usa mmen- 
hang zwischen Gleitbewegung und Protoplasmastrémung 
aufzufinden. 

Wie schon erwihnt, ist es dazu notwendig, eine Orisveranderung des zu 
beobachtenden Tieres zu verhindern. Es gelang relativ gut, langgestreckte 
Syzygien mit Hilfe zweier Nadeln so festzulegen, daft sie sich zwar nicht 
mehr bewegen, aber schon bei einem geringen Nachlassen des Druckes ihre 
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Bewegung wieder aufnehmen konnien. Fiir die Auswertung wurden nur 
solche Einstellungen verwandt, die durch eine derartige Kontrolle erwiesen, 
daf die Gregarinen ungeschadigt waren. 


Wihrend die subjektive Beobachtung nur in einem einzigen Fall eine 
Granulabewegung erkennen lief, zeigte schon das Zeitrafferlauf- 
bild, daf in zahlreichen Tieren die Granulen eine deutliche Lageveriin- 
derung erfuhren. Es waren dies immer Tiere, deren Protoplasma nicht zu 
dicht mit Reservekérnern angefiillt war. Bei den Tieren, die sehr viel 
Paraglykogenkérner enthielten, lie® sich die Verschiebung der Granulen 
nicht feststellen. Die Teilbildanalyse des auf 1/sg gerafften Filmes 
fiihrte zu folgenden Ergebnissen: 


Alle sichtbaren und verfolgbaren Protoplasmaeinschliisse zeigen unter 
Zeitraffung mehr oder weniger grofe Ortsverlagerungen. Die Bewegung 
einer Anzahl Granulen bleibt auf eine bestimmte Flache des Tieres im 
projizierten Bild beschrankt. Es sind oft die Granulen verschiedener Areale 
gleichzeitig zu beobachten (sofern sie gleichzeitig scharf abgebildet sind); 
dabei konnte eine ,Granulawanderung~ von einem Areal in ein 
anderes nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis bestitigt die von 
K uh] (1949) ausgesprochene Vermutung einer unter Umstanden geordneten 
Granulabewegung innerhalb kleiner Zellbezirke. 

Wenn es gelingt, die Bewegung von Granulen in einer Zelle iiber lan- 
gere Zeit zu verfolgen und auszumessen, lassen sich aus der Intensitat dieser 
Bewegung Schliisse auf die Viskositat des Plasma ziehen. In diesem Zu- 
sammenhang sind die Untersuchungen von W. Schwoébel (1952) und 
J. Lamina (1958) iiber die Granulabewegung im Ei von Parascaris equo- 
rum (Goeze) zu erwahnen. 

Leider lie sich in diesem Fall eine Aussage iiber die Viskositatsverhalt- 
nisse in Gregarinen nicht machen, da ein Verfolgen einzelner Granulen 
mit dem notwendigen Ma® an Sicherheit nicht méglich war. Das war aber 
auch fiir diese Arbeit und insbesondere fiir die Feststellung einer P r ot o- 
plasmastrémung in diesen Tieren nicht notwendig. Die Tatsache, 
daf sich eine geordnete Bewegung der Plasmaeinschliisse nur in 
begrenzten Arealen aufzeigen lief, erlaubt wohl die SchluRfolge- 
rung, daf die in Arten der Gattung Gregarina auftretende Plasmastrémung 
keine ursachliche Bedeutung fiir die Gleithewegung haben kann. 


2. Die Strémung an der Gregarine 


Der Transport kleiner Teilchen in der Nahe sich bewegender Gregarinen 
spielt eine grofe Rolle in der Literatur und wird immer wieder zur 
Stiitzung einer Theorie der Lokomotion durch Gallerteabscheidung heran- 


gezogen. 

Um diesen Vorgang gut beobachten zu kénnen, wurde Kaolin in der 
Kochsalzlésung suspendiert und diese mehrfach zentrifugiert. Auf diese 
Weise erhalt man eine Lésung, die nur noch kleinste Kaolinpartikelchen 
enthalt. Die Beobachtung der mit dieser Suspension hergestellten Priparate 
bestatigt die Angaben friiherer Autoren, daf die Fremdpartikel, die die 
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liere beriihren, entgegengesetzt der Bewegungsrichtung der Gregarine be- 
fordert werden. Um auszuschliefen, daf es nur Strémungen durch die sich 
bewegende Gregarine sind, die den Transport der Kaolinteilchen bewirken. 
wurden Syzygien, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, mit Hilfe des 
Mikromanipulators festgelegt. Auch unter diesen Bedingungen 
zeigten die Kaolinpartikel eine Wanderung zum Hinterende des 
Tieres bzw. der Syzygie. 

Durch die Auswertung der mit relativ starkem Objektiv (WE Pv. E. 
Leitz) aufgenommenen Versuche konnte die schon in einem friiheren Ab- 
schnitt niedergelegte Beobachtung bestatigt werden, daB nur solche Parti- 
kelchen transportiert werden, 
die sehr engen Kontakt 
mit der Pellicula der Tiere 
hatten und — im Projektions- 
bild — teilweise durch die 
Gregarina verdeckt wurde. Die 
Werte fiir die Geschwin- 
digkeit des Kaolintrans- 
portes lagen in der glei- 
chenGréenordnung wie 
die der Gregarinenbewe- 
gung selbst, sogar die ,,.Ruhe- 


pausen“ iuferten sich in einem : fag 
ae k Abb. 29. Gregarina cuneata. Phasen der Teil- 
Stillstand der Kaolin- 


‘ bildanalyse einer festgelegten Syzygie. Die 
teilehen (Abb. 29). Nadel links etwas gelockert, so daf® sich der 

Abweichungen in den Zah-  Satellit. darunter vorschieben kann. Links 
lenwerten ergeben sich durch neben dem Tier Kaolinteilchen (punktiert). 
die Versuchsbedingungen und 
aus der Tatsache, daf eine exakte Fesitlegung der Mittelpunkte der Koalin- 
teilchen, die durch Zusammenballung unregelmaBige Formen annahmen. 
nicht méglich ist. 


Welche Folgerungen ergeben sich aus diesen Versuchen? 1. Unter diesen 
Versuchsbedingungen geben die Tiere keineswegs samtliche Bewegungs- 
aiuRerungen auf, sondern zeigen durch den Transport der Kaolinteilchen. 
daB der Bewegungsmechanismus nach wie vor ablauft und nicht 
‘ingestellt wird. Durch die Festlegung wird nur die Wirkung aufge- 
hoben. 2. Die Versuchsanordnung beweist die Tatsache, daf die Partikel 
immer von vorn nach hinten beférdert werden, da sich die Gregarinen 
folglich nur in einer Richtung und zwar vorwarts bewegen. 3. Die 
Beobachtungen lassen einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Trans- 
port dieser Teilchen und dem Vorhandensein und Ausscheiden einer schleim- 
artigen oder gallertigen Masse nicht zwingend notwendig erscheinen. Ein 
solcher Zusammenhang setzt voraus, da® der austretende Schleim niemals 
seitlich des Tieres hervorquillt. Die Annahme eines ,anisotropen Schleimes~ 
(P rell 1921), der nur in einer Richtung verquilli, ist wesentlich umstand- 
licher als die Erklirung dieses Kérnchentransportes durch kleine Wel- 
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lenbeweguagen, hervorgerufen durch die Tatigkeit der zweifelsfrei 
vorhandenen M yoneme. Es ist klar. daf sich die Beobachtungen ebenso- 
gut mit Hilfe der Sekretionshypothese wie mit Kontraktionen erkliren las- 


a | 
01 mm 
Abb. 30. Gregarina cuneata. Drei im Abstand von 1 Minute aufeinanderfolgende 
Teilbilder aus einem Mikrozeitrafferfilm. Der Satellit einer Syzygie schiebt sich 
unter der Nadel durch. Im zweiten Teilbild ist eine Stauung des Plasma im Deuto- 
meriten des Satelliten zu sehen. 


sen: doch sind die Voraussetzungen, die erstere stellen mu®, sehr unwahr- 
scheinlich. 


Es war selbst mit Hilfe des neuen Mikromanipulators von E. Leitz nicht 
leicht. gerade den Druck auf die Tiere auszuiiben, der sie an der Fortbe- 
wegung hindert und sie noch nicht schadigt. Oft gelang es den Syzygien 
noch, sich gleitend trotz des starken Druckes der Nadeln unter denselben 
hervorzuschieben (Abb. 30 a—c). 
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VI. Unter Zeitraffung sichtbare Kontraktionen 
wihrend der Gleithbewegung 


Im Verlauf der Untersuchungen fielen immer wieder einzelne Gregarinen 
auf, die eine eigenartige Veranderung ihrer Gestalt zeigten: Die Deuto- 
merite dieser Tiere waren beiderseits eingekerbt; bisweilen liefen .Sdhniir- 
furchen“ iiber den Deutomeriten. Abb. 31 zeigt ein solches Tier. Man ge- 
winnt den Eindruck einer Gliederung des Tieres in einzelne .Segmente”. 
Solche Einschnitte in der Pellicula der Gregarinen kénnen nur von an- 
haltenden Kontraktionen der Myoneme hervorgerufen wer- 
den. An den Tieren fiel auch sofort eine Verkiirzung des Deutomeriten auf. 

Zunichst schien dasAuf- 
treten dieser Kontraktio- 
nen eine Folgeerscheinung 
des abgeiinderten Mediums 
zu sein, da das Priiparat, in 
dem zum ersten Mal eine 
derart kontrahierte Gre- 
garine beobachtet wurde, 
mit einer 0,5°/jigen NaCl- 
CaCl,-Lésung im Verhalt- 
nis 2:1 hergestellt war. 

Eine Bewegung des Tieres 

in diesem Praparat war 
subjektiv nicht festzustel- 

len. Die erste Vermutung, ‘ 
es handelte sich um den Abb. 31. Gregarina polymorpha. ..Einkerbungen™ 
Einflu@ der Calciumionen, im Deutomeriten einer Gregarine in sehr zahem 
konnte in der nachfolgen- Schleim. 

den Versuchsreihe nicht 

bestatigt werden. In der Folge fand sich dieses Verhalten bisweilen auch 
in der reinen Kochsalzlésung. Bei der Préparation des Darmes eines Wirt- 
tieres fiel die besonders grofe Zahigkeit des Inhaltes auf. Als sich auch hier 
wieder die gleichen Kontraktionen zeigten und auferdem bei den Tieren 
subjektiv eine, wenn auch sehr langsame Gleitbewegung zu beobach- 
ten war, wurde dieses Praparat unter Zeitraffung auf 1/16 aufgenommen. 

Schon aus dem Laufbild war zu erkennen, daf die .seitlichen Einkerbun- 
gen“ nicht starr waren, sondern wanderten. Aber erst durch die 
Teilbildanalyse war es méglich, die Veranderungen an der Pellicula zu ver- 
folgen. In der Abb. 32 (obere Zeichnung) sind drei verschiedene Teilbilder 
wiedergegeben. Die ausgezogene Linie gibt den Umrif des Tieres in Teil- 
bild 1, die Linie denjenigen in Teilbild 40, das heift 40 Sekunden 
spater, an. Die punktierte Linie zeigt die Veranderungen der Kontur nach 
weiteren 20 Sekunden. Daf sich die Pellicula fortwahrend verandert, ist 
bereits auf dieser Art der Darstellung zu ersehen: legt man jedoch die Teil- 
bilder derart aufeinander, da jeweils die Grenze zwischen Primit und 
Satellit zur Deckung kommt (untere Zeichnung). so kann man einen wellen- 
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férmigen Verlauf der Kontraktionen erkennen (siehe Pfeile in Abb. 32). 
Es handelt sich hier tatsachlih um peristaltische Kontraktio- 
nen der Myoneme, die immer von vorn nach hinten verlaufen, nie 
umgekehrt. Gleichzeitig ist aus Abb. 32 auch die Verkiirzung des 
Tieres zu erkennen. Die Kontraktionen fiihren aber nicht zu einer 
Richtungsinderung der Gleitbewegung, sind also nicht identisch 
mit den einseitigen ..Knickungen™, die M ii h| (1921) bei ihren Uniersuchun- 
gen beobachtet hat und die zu den weiter oben schon geschilderten kreis- 
bogenférmigen Bahnen fiihrien. 
Hier bleibt die Bewegung mehr 
oder weniger geradlinig — sofern 
nicht andere Ursachen vorliegen 
— auch wenn die Kontraktions- 
wellen nicht gleichmifig auf bei- 
den Seiten des Tieres verlaufen. 
Die mehrfache und sorgfiltige 
Betrachtung des Zeitrafferlauf- 
bildes bringt noch ein weiteres 
Ergebnis: Uber die ganze Un- 
terseite des Protomeriten 
verlaufen ebenfalls wellenférmi- 
ge Bewegungen, die infolge der 
Abb. 32. Gregarina polymorpha. Durch die hier in geringerer Anzahl vor- 
Teilbildanalyse des Zeitrafferfilmes ist das handenen Granulen sichtbar wer- 
.Wandern* der seitlich sichtbaren Einker- den (Abb. 33 a—d). Dabei erfihrt 
bungen von vorn nach hinten einwandfrei 
zu erkennen. Oben in der Abbildung: Drei 
aufeinander projizierte Teilbilder. Unten: 
Die Bewegung des Tieres iiberdeckt die nach : ‘ i 
hinten verlaufenden Wellen; verschiebt Die Ursache dieser starken 
man den Auswertrahmen so. da® die Kontraktionen war  einwand- 
Grenze Primit—Satellit jeweils zur frei die ziihe Konsistenz des 
Deckung kommt, laft sich der Verlauf der Darminhaltes der Tenebriolarve. 
Wellen deutlicher erkennen, Wie schon weiter oben beschrie- 

ben. bleibt bei der Priparation 

der Tiere immer ein mehr oder weniger groBer Schleimrest an den 
Gregarinen haften und zwar immer am Hinterende. begiinstigt durch 
die Form der Tiere. Das Hinterende ist nicht wie ein abgerundeter 
Kegelstumpf ausgebildet. sondern der Kegelstumpf ist leicht nach innen 
eingedriickt. An den hier untersuchten Gregarinen, die derart aus- 
gepragte Kontraktionen zeigten, hing eine besonders grofe Menge 
dieses zahen Schleimes (Abb. 34), oder es waren darin gréere Par- 
tikel eingelagert. Bei der weiteren Verfolgung des Schicksals dieser Tiere 
konnte festgestellt werden. da® sich der Schleim langsam in der Kochsalz- 
lésung aufléste. Drei Stunden nach den Filmaufnahmen war die Bewegung 
dieser Gregarinen von der normalerweise zu beobachtenden Gleitbewegung 
nicht mehr zu unterscheiden. In einem anderen Praparat war der Resi des 
bei der Praparation geschadigten und geplatzten Primiten die Ursache fiir 
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die Pellicula des Protomeriten 
keine Verinderung wie die des 
Deutomeriten. 
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die starken Kontraktionen (Abb. 35). Dieser Zufall vermittelt noch ein 
weiteres, nicht unwesentliches Ergebnis. An der Bewegung einer S yz y gie 
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Abb. 33 a—d. Gregarina polymorpha. Bildabstand 40 Sekunden. An einer Syzygie 

sind wahrend der Gleitbewegung von vern nach hinten wandernde .,Einkerbun- 

gen“ zu sehen. Man achte besonders auf die Veranderungen im Protomeriten des 

Primiten. die selbst hier in der Abbildung einen wellenférmigen Verlauf erkennen 
lassen. 
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sind beide Partner — wahrscheinlich gleichmafig — beteiligt. Es 
scheint nicht der Fall zu sein. da® nach der Vereinigung zweier Individuen 


0,1 mm 


Abb. 34. Dasselbe Tier wie Abb. 33. Jetzt sind auch die Einschniirungen im Satel- 
liten zu sehen. Ferner erscheint im Bildfeld der Rand des grofen, zihen Schleim- 
ballens. die Ursache der ..verstairkten Gleitbewegung™. 


zur Syzygie die Stoffwediselvorgiange, die zur Bewegung fiihren, nur in den 
Primiten verlagert werden. Der Meinung Goéhres (1943) kann hier nicht 
zugestimmt werden, der auf 
Grund seiner rH-Messungen 
eine Verlagerung der En- 
zymaktivitat in den Primi- 
ten annimmt. 

Leider blieben die Be- 
miihungen um eine mes- 
sende Analyse der hier 
dargelegten Vorginge er- 
folglos. Es war nicht még- 
lich, bei der Teilbildana- 
Abb. 35. Gregarina polymorpha. Ein Satellit lyse auch nur einige Gra- 
.schiebt™ die Hiille des geplatzten Primiten vor nulen mit Sicherheit zu ver- 

sich her. folgen. Ebenso erging es 

mit den Einkerbungen der 

Pellicula, die bald verschwanden und bald wieder erschienen und nur 

selten exakt zu verfolgen waren. Dazu kommt noch die Uberlagerung der 
Kontraktion des Tieres mit der Vorwartsbewegung. 
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VII. Zur Reizphysiologie der Gregarinen 


Abgesehen von den Arbeiten iiber die Bewegung liegen in der Literatur 
keine Hinweise auf physiologische Untersuchungen bei Gregarinen vor. Im 
Rahmen der von Sokolow (1912) durchgefiihrten Arbeiten iiber die 
Lokomotion stellen die Versuche mit anorganischen Salzen, Sduren, mit ver- 
schiedenen organischen Substanzen. die Temperaturversuche von Sok o- 
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low (1912) und Miih] (1921) sowie die Arbeit von Ehrhard (1920) die 
gesamten Kenntnisse auf diesem Gebiet dar. Wesentlich genauer wurden 
die drei anderen Klassen der Protozoen untersucht, was sicher kein Zufall 
ist. Eine der Ursachen liegt wohl in der Reaktionsarmut der Spo- 
rozoen — hier also der Gregarinen — gegeniiber qualitativ und quantitativ 
verschiedenen Reizen. Dazu kommt gerade bei Gregarinen die Schwierig- 
keit, ihren ,.Normalzustand“ zu beurteilen: Tiere. die sich stundenlang nicht 
bewegen, miissen nicht unbedingt geschadigt sein. Andere. uniter den glei- 
chen Bedingungen hergestellte Praparate. kénnen wieder recht lebhafie 
Kinzeltiere und Syzygien aufweisen. 


Abb. 36. Gregarina polymorpha und Gregarina cuneata. Durch Warmeeinwirkung 
abgetétete Gregarinen. In fiinf Fallen haben sich die Syzygienpariner noch getrennt. 


Durch die Anderung des Zeitmomentes mit Hilfe des Zeitraf- 
ferfilmes wird die Méglichkeit gegeben, den Tod der Tiere, der nicht un- 
bedingt mit einer subjektiv sichtbaren Veranderung der Gestalt verkniipft 
sein muff, zu erkennen. Die unter Zeitraffung sichtbar gewordene Gra- 
nulabewegung in der lebenden Zelle ist das sichere Kriterium 
fiir die Vitalitat: ihr Stillstand bedeutet, daB die Zelle tot ist und 
die subjektiv sichtbare Bewegungslosigkeit des Tieres keine ..Ruhephase* 
darstellt. 

1. KinfluB der Temperatur 

Warmeschadigungen gehéren zu den Faktoren, mit denen man 
bei der hier angewandten Untersuchungsmethode rechnen muf; sie sind 
méglichst auszuschlieBen. Die aus diesem Grunde durchgefiihrten Vorver- 
suche ergaben eine eindeutige Schaidigung der Tiere erst bei einer Erwar- 
mung auf 349°—36° C. 


Schon eine langere Einwirkung von Temperaturen ab 29° C brachien die 


Gamonten zum Absterben. Es ist eigenartig. daB sich dabei die Tiere einer 
Syzygie lésen. Abb. 36 zeigt einige solcher Gregarinen. Aus der Lage zuein- 
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ander kann man noch auf die ZugehGérigkeit zu einer Syzygie schlieBen. 
Die Tiere sind flach ausgebreitet und sehen stark gepreften Gregarinen 
ihnlich. Der Kern ist deutlich zu sehen. Diese relativ niedrige Temperatur- 
schranke liegt nicht nur bei den unnatiirlichen Bedingungen des Praparates 
vor. Nach Beobachtungen von K. J. Marschall sind bei 28°—29°C ge- 
haltene Tenebriolarven immer frei von Gamonten (unveréffentlichte Beob- 
achtung). 

Fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit ergab sich, daB eine Warmeschadi- 
gung der Tiere wahrend der Filmaufnahmen nicht eintrat. 

Ein Einflu@ steigender Temperaturen auf die Vitalitat der Tiere in 
einem Bereich von 20°—28°C im Sinne einer Aktivierung, wie Sok olow 
(1912) es feststellte, war nicht zu beobachten. Schon M iih | (1921) hatte ge- 
funden, daf im Bereich von 15°—28°C eine gleichmafige Bewegungsinten- 
sitat herrscht. 

2. Lichtreiz 

Ein Einflu8B des Lichtes auf das Verhalten der Gregarinen — auch unter 
Anwendung von Vitalfarbstoffen, wie Neutralrot und Methylenblau — 
konnte nicht beobachitet werden. Nach Efimoff (1925) iiben diese Farb- 
stoffe eine sensibilisierende Wirkung aus (untersucht an Paramaecien). Ein 
Hell-Dunkel-Wechsel, wie er bei Verwendung der rotierenden Aufensek- 
torenblende bei den Filmaufnahmen vorkommt, hatte auf die Tiere keinen 
sichtbaren EinfluB. 

3. Chemischer Reiz 

Die von sauren und basischen Lésungen induzierten A nderun- 
gen in der Be weg ung wurden im Kapitel IV, 2, eingehend beschrieben. 
Es ist noch nachzutragen, daf die Anderung des pH-Wertes nicht nur mit 
HCl, sondern auch mit H,SO,, HNO, und CH,COOH vorgenommen wurde. 
Es konnte dabei kein unterschiedlicher Einflu® auf das Bewegungsverhalten 
festgestellt werden: lediglich bei Anwendung von Essigsaure fand sich 
immer eine Verzégerung des Wirkungseintrities. 

Ferner wurde das Natrium-lon der Untersuchungsfliissigkeit ganz oder 
teilweise durch andere Kationen der Alkali- und Erdalkalisalze ersetzt. Ca++ 
zeigte einen starken negativen Effekt. Die Bewegung hoérte nach weni- 
gen Minuten auf. Die Gregarinen verloren fast véllig ihr Haftvermégen 
mit der Unterlage. Sie blieben nur mit einer kleinen Flache des Hinter- 
endes am Objektirager haften. Das Tier .baumte“ sich auf. Magnesium 
zeigte keinen Einflu®. Im allgemeinen waren die Ergebnisse derart indif- 
ferent, daB sich eine eingehende Betrachtung eriibrigt. 

Bei der Anwendung von Vitalfarbstoffen (siehe oben) war die Méglich- 
keit einer Vitalitatskontrolle der gefarbten Tiere mit Hilfe einer 
kurzen Filmaufnahme unter Zeitraffung von grokem Wert: 
es ist sogar zu fordern, daf Vitalfarbungen méglichst auf diese 
Weise kontrolliert werden! Miih| (1921) berichtet in ihrer Arbeit von 
einer unterschiedlichen Anfarbung des Primiten und Satelliten. Die Autorin 
schlieBt daraus auf physiologische Unterschiede der Syzygienpartner. Eine 
entsprechende farbige Abbildung ist auch in das Buch von M. Hartmann 
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(1956), .Die Sexualitat*, iibernommen worden. Schon Goéhre (1943) wies 
daraut hin, da hier wahrscheinlich Schadigungen vorlagen; er konnie 
auf Grund seiner rH-Messungen und Vitalfarbungen derartige Unterschiede 
nicht finden. Bei Vitalfarbungen zahlreicher Tiere konnie hier nie ein Unter- 
schied in der Anfarbung einer Syzygie beobachtet werden. Der unter Z ei t- 
raffung aufgenommene Film einer solchen Syzygie ware dann vielleicht 
ein Beweis gewesen fiir Géhres Vermutung einer Schadigung, der wir 
uns anschliefen. 

Wenn sich diese Arbeit zunachst mit der Bewegung der Gregarinen be- 
faBt, so ist das Bestreben verstandlich, auch der Ursache dieser Bewe- 
gung nachzugehen. Dabei ist es naheliegend, 
von den zahlreichen Untersuchungen iiber die 
Rolle des ATP bei der Muskelkontrak- 
tion (Weber 1955 u.a.) auszugehen und die 
Wirkung dieser Substanz auf das bewegungs- 
physiologische Verhalten der Gregarinen zu 
untersuchen. 

Ahnliche Arbeiten an Amében durchge- 
fiihrt, liegen vor von Goldacre und Lorch 
(1950), Kriszat (1950) und Kippner (1956). 
Das ¥-ATP Na,H,.4H,O (Boehringer, Mann- 
heim) wurde zu den Versuchen immer frisch 
angesetzt und zwar mit 0,8°/siger Kochsalz- 
losung. Es wurden drei Versuchsreihen durch- 
gefiihrt: Die erste mit einer ATP-Konzentra- 
tion von 1.10-2 M, die zweite von 1.10-3M und Abb. 37. Gregarina cuneata. 
schlieflich eine 10-4 molare Lésung. Die Grega- ATP—*M. Zusammenballun- 
rinen wurden zuniichst in Deckglaspriiparaten &€" im Protoplasma, zuerst 
nur in dem Protomeriten. 
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einer Vitalitaitsprobe durch eine kurze 
Zeitrafferfilmaufnahme  unterworfen: 
darauf wurde das Normalmedium abgesaugt und die ATP-Lésung zu- 
gegeben. Das Absaugen ist méglich, weil die Gregarinen infolge ihrer kleb- 
rigen Oberflache zum grofen Teil am Glas haften bleiben (Crawley 
1905). 

In den mii der Konzentration von 10-? M hergestellten Praparaten fiel 
bereits nach 10 Minuten auf, daB die Mehrzahl der zuvor sehr regen Tiere 
bewegungslos geworden war. Abb. 37 zeigt, da das Protoplasma eine Z u- 
standsanderung erfahren hat. Die Dichte der Granulen ist ungleich- 
maBig geworden; das wird besonders im Protomeriten des ersten Syzygien- 
pariners deutlich. Auch scheint sich das Plasma von der Pellicula zuriick- 
zuziehen (Abb. 38). 

Bei der Anwendung von 10-? M ATP traten zunachst keine sichtbaren 
Reaktionen ein; in einem einzigen Fall verhielt sich eine Syzygie sehr auf- 
fallig. Unter normalen Bedingungen ist ein ahnlicher Vorgang im Verlaufe 
von zwei Jahren nie beobachtet worden, daher ist die Wahrscheinlichkeit. 
daB es sich hier um eine spezifische Reaktion handelt, recht grof#. Entweder 
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ist ein bestimmter physiologischer Zustand zu diesem Verhalten notwendig. 
oder ein noch unbekannter Faktor hat zu diesem Ergebnis beigetragen. So 
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Abb. 38. Gregarina polymorpha. ATP 10-2 M. Das Plasma zieht sich von der Pel- 
licula zuriick. 


war bisher leider eine Reproduktion nicht méglich. Aus den oben dargeleg- 
ten Griinden soll dieses Ereignis dennoch mitgeteilt werden. Abb. 39 zeigt 
Phasen aus der Auswertung des Zeit- 
rafferfilmes. Im Teilbild 1 (————). 
zwanzig Minuten nach ATP-Zugabe. 
sind eigenartige ..Fialtelungen* am Pro- 
tomeriten des ersien Tieres der Syzygie 
zu erkennen, sogar kurz hinter dem 
Protomeriten ist eine Einschniirung zu 


Abb, 40. 


Abb. 39. Gregarina polymorpha. ATP 10—* M. Einziehen des Protomeriten. (Aus der 
Teilbildanalyse.) 
Abb. 40. ATP 10-?M. Abkugeln des Primiten durch Einziehen. Von Teilbild 165 
an beginnt der nahezu kugelige Primit sich einseitig zu kontrahieren (Teilbild- 
analvse). 


sehen. Man hatte bis zu diesem Zeitpunkt von dieser Syzygie nicht den 
Eindruck. daf sie zur Encystierung komme, sie zeigte keine Gallerte- 
abscheidung. Nach 1.5 Minuten (— — — —) ist die Kontur wieder nahezu 
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glatt, doch die Form des Protomeriten noch gedrungener als vorher. Die 
Welle am Anfang des Deutomeriten hat sich sogar verdoppelt. 

Nach weiteren 3 Minuten ist der Protomerit auf weniger als ein 
Drittel seiner urspriinglichen Lange reduziert. Die Kontraktionen 
schreiten am Deutomeriten von vorn nach hinten weiter und zwar auf der 
linken Seite des Tieres stirker als auf der rechten. Der Satellit. der hier 
zum Teil noch abgebildet ist. zeigt keinerlei Veranderungen. In der nichsten 
Abbildung (Abb. 40) kann das Verhalten des gleichen Tieres weiter ver- 
folgt werden. In Teilbild 140 ist eine Abgrenzung zwischen Proto- und 
Deutomerit nicht mehr zu erkennen. Die unterschiedliche Dichte des Plasma 
deutet nicht etwa diese Grenze noch an. sondern es handelt sich hier um 


Abb. 41. Abb. 42. 


Abb. 41. Gregarina cuneata. Salyrgan 10-2 M. Heller Saum an der Pellicula wird 
sichtbar. Im Gegensatz zu ATP bleibt die Granuladichte gleichmafBig. 
Abb. 42. Gregarina cuneata. Salyrgan 10—* M. Veranderungen des Satelliten durch 
Nachlassen des Innendruckes oder der Pelliculaelastizitat. 


ein Zuriickweichen des Plasma. wie es in den vorher geschilder- 
ten ATP-Versuchen starker und schneller auftrat. Die Kontraktionen haben 
inzwischen den ganzen Deutomeriten erfaft. das ganze Tier ist erheblich 
kiirzer geworden. Im Teilbild 170 ist wieder eine starkere Kontraktion an 
der rechten Seite des Primiien zu beobachten, die aber bald wieder ver- 
schwindet. Kurz darauf kontrahiert sich die gesamte linke Seite sehr 
kraftig, aber ebenfalls nur kurze Zeit. Das wechselt noch mehrmals (Teil- 
bald 220) .5..-ésce0 ). wobei auch der Satellit in Mitleidenschaft gezogen wird: 
er beteiligt sich aber nicht aktiv an dem ganzen Vorgang. 

Nach insgesamt 30 Minuten hat der Primit eine vollkommene Kugelge- 
stalt angenommen und fiihri keine Bewegung mehr aus. 

Eine weitere Verringerung der ATP-Konzentration auf 10-4 und 10-> 
fiihrte in der iiblichen Beobachtungszeit zu keinen sichtbaren Veranderun- 
gen. Es ist sehr wahrscheinlich. da® die Granulabewegung unter dem Fin- 
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flu& von ATP lebhafter wird, jedenfalls gewinnt man diesen Eindruck aus 
dem Zeitrafferlaufbild. Um hier zu Messungen zu gelangen, sollen 
diese Versuche spiter mit zentrifugierten Tieren wiederholt werden. 

Da organische Quecksilberverbindungen die Spaltung von ATP hem- 
men (Kuschinsky und Turba 1950), wurde in weiteren Versuchen 
Salyrgan angewandt, und zwar in einer Verdiinnung mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung auf 1. 10-2 M bis 1. 10-+ M. Bei Anwendung der 10-2 
molaren Lésung war schon nach kiirzester Zeit keine Bewegung mehr 
festzustellen. Diese Wirkung trat bei einer 10-* molaren Salyrganlésung 
einwandfrei spater auf. In beiden Versuchsreihen wiesen die Tiere wieder 
einen hellen Saum am Innenrand der Pellicula auf (Abb. 41), wie er auch 
in den ATP-Versuchen immer auftrat, jedoch zeigte das Protoplasma nicht 
die ungleichmaBige Dichte der Granula wie in den enisprechenden ATP- 
Versuchen. Verschiedentlich traten in der 10-3 M Salyrganlésung Verande- 
rungen an den Tieren auf, wie sie Abb. 42 darstellt. Da nach Ros kin und 
Levinson (1929) die Myoneme der Gregarinen eine wesentliche Stiitz- 
funktion ausiiben, ist es denkbar, daft hier ein der Wirkung von Salyrgan 
auf eine Muskelzelle vergleichbarer Vorgang ablauft: Durch die Hemmung 
der ATP-Spaltung und Anhaufung des ungespaltenen ATP iritt der soge- 
nannte .,Weichmachereffekt* auf. Eine Verformung und erhéhte Plastizitat 
ist an dem abgebildeten Tier zu erkennen. Wie schon erwihnt, bewegten 
sich die Tiere nach kurzer Zeit nicht mehr. 

Ein Einflu8 der naichsten Verdiinnungsstufe 10-4 M war nicht mit Sicher- 
heit zu beobachten. Ob hier ebenfalls noch die Bewegung gehemmt wurde. 
laBt sich bei dem Charakter der Gleitbewegung nichi einwandfrei sagen. 
Der helle Saum war auch in diesen Praparaten teilweise noch zu beobach- 
ten. 

4.Mechanischer Reiz 

Die Versuche mit dem Mikromanipulator (Leitz) erméglichten 
auch einige Beobachtungen zur mechanischen Reizbarkeit der Gregarinen. 
Der von den Glaskapillaren auf die Tiere ausgeiibte Druck hinterlie8 kei- 
nen Einflu@ auf die Bewegungsfahigkeit. In dem Abschnitt .Str6mung an 
der Gregarine~ wurde auf die Schwierigkeit hingewiesen, die bei dem Fest- 
legen der Gregarinen mit Hilfe zweier Glasnadeln auftrat; selbst unter 
starkem Druck (vergleiche Abb. 30 a—c) vermochten die Tiere, sich noch 
unter der Nadel hervorzuschieben. Aber auch jene, die langere Zeit den 
Druck ausgehalien hatten, setzten sich nach Anheben der Nadeln sofort 
wieder in Bewegung. Dabei waren oft nach Stunden noch die Druckstellen 
an der Pellicula zu erkennen. 

Zur Priifung der Frage, ob beide Syzygienpartner an der Bewegung be- 
teiligt sind, sollten Primit und Satellit durch Auseinanderziehen getrennt 
werden. Die Trennung der Partner gelingt verschieden leicht. Ein Aus- 
flieBen des Plasmas an der Anheftungsstelle ist nie zu beobachien. Der 
Protomerit des Satelliten weist immer einen mehr oder weniger kleinen 
~Ringwall* auf, der die Anheftungsflache zwischen den Tieren vergréfert. 
Eine Bewegung der getrennten Syzygienpartner wurde in kei- 
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nem Fall beobachtet. DaB hier beide Tiere von dem Insult betroffen 
sind, geht aus der Tatsache hervor, da nach dem Anstechen eines 
Syzygienpartners der andere noch zur Bewegung fahig ist (siehe Abb. 35). 





Abb. 43. Gregarina cuneata. Mit einer Mikronadel angestochenes Tier. Die Ver- 
letzung schloB sich. che das Plasma vollstindig auslaufen konnte. Keine Bewegung. 


Ist die durch das Anstechen verursachie Verletzung geringfiigig, so dak 
sich die Wunde schlieBen kann. bevor eine gréBere Menge Plasma ausge- 


Abb. 44. Gregarina polymorpha. Dehnbarkeit der Pellicula auf das Drei- bis Vier- 
fache der normalen Linge. Die zweite Nadel wurde nach rechts aus dem Bildfeld 
bewegt. 


jaufen ist. dann bewegi sich das verletzte Tier trotzdem nicht mehr (Abb. 45). 
Dembrowski (1913) berichtet, daB er die Bewegung der Teilstiicke einer 
zerschnittenen Gregarine beobachtet habe. jedoch nur dann, wenn die 
Schnittstelle sofort verklebte. 

In Abb. 44 laBt sich sehr gui die Elastizitat der Pellicula zeigen. Die 
Syzygie wurde mit zwei Nadeln festgelegt und die eine Nadel bei gleich- 
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bleibendem Druck auf das Tier aus dem Bildfeld gefiihrt. Der abgebildete 
Satellit ist auf das Drei- bis Vierfache seiner urspriinglichen Lange ausge- 
zogen. Nach Anheben der beiden Nadeln setzte das Tier seine Gleitbewe- 
gung fort. 


Vill. Zur Theorie der Bewegung polycystider Gregarinen 


Zum Verstandnis der Ergebnisse dieser Untersuchung werden zunadhst 
einige morphologische Daten der Gregarina cuneata Stein und Gre- 
garina polymorpha Hammerschmidt gegeben. 

Der Koérper ist drehrund, nach vorn und hinten leicht zugespitzt. 
Die Gestalt des Tieres wird durch eine Pellicula, die als elastische Mem- 
bran das Protoplasma umgibt, erhalten. Jede Deformation dieser Gestalt. 
sei es durch Druck oder Zug von auBen oder als Folge der Eigenbewegung. 
wird durch die Elastizitat mehr oder weniger schnell wieder ausgeglichen. 
Daf die Eigengestalt des Tieres nicht sofort nach Beendigung der ein- 
wirkenden Krafte wieder erreicht wird. liegt an dem Stiitzsystem, das 
diesen Sporozoen eigentiimlich ist. Die Pellicula ist nicht glatt. sondern 
weist in Langsrichtung verlaufende Leisten auf, die die Stabilitat der Ge- 
stalt wesentlich unterstiitzen, aber auch die Reaktionsgeschwindigkeit der 
elastischen Membran abbremsen. Es ist bekannt. da® die Tiere ein gut aus- 
gebildetes Sy stem von My one men haben. das ebenfalls zur Erhaltung 
der Gestalt beitragt (Roskin und Levinson, 1929). In der Regel kom- 
men Langs- und Ringmyoneme vor. Fiir die hier untersuchten 
Gregarinenarten sind Langsmyoneme mit Sicherheit nachgewiesen: 
die Anwesenheit einer Ringfaserschicht scheint weniger sicher zu sein. Die 
kontraktilen Elemente liegen der Pellicula von innen dicht an. Unbekannt 
ist, ob die Langsmyoneme durch besondere Plasmastrukturen mit den der 
Pellicula aufsitzenden Leisten direkt in Verbindung treten. Abbildungen 
der Pellicula anderer Protozoen lassen im Querschnitt solche Differenzierun- 
gen erkennen (Fibrillen von Euglena ehrenbergi im Lehrbuch der Proio- 
zoenkunde, Doflein-Reichenow, 1949). Ein Querschnitt durch eine Gregarina 
polymorpha ist etwa so vorzustellen, wie es Abb. 45 schematisch zeigt 
Es ist dabei unwesentlich, ob das Tier, wenn es auf einer Unterlage aufliegt. 
im Schnitt kreisrund oder an der physiologischen Unterseite leicht abge- 
plattet ist. Auch die Anzahl und die Form der Pelliculaleisten ist hier will- 
kiirlich gewahlt: wichtig ist. daB das Tier mit diesen Leisten auf dem 
Ojekttragerauflicegt. 

Die hier gegebene Hypothese geht von dieser Tatsache aus und nimmt 
an, da® von diesen Beriihrungsstellen des Tieres mit der Unter- 
lage Reize zu den Langsmyonemen gelangen, die iiber diesen 
Leisten liegen. Auf Grund dieser Reize kontrahieren sich nur die 
Liingsmyoneme, dic bei der gerade vorliegenden Bewegungsphase der phy- 
siologischen Unterseite des Tieres angehéren. In Abb. 45 wurde daher die 
Schicht der Myoneme nicht kompakt dargestellt, sondern jeweils ein ,,Biin- 
del* einer Pelliculaleiste zugeordnet. Ros kin (1929) stellte fest, daB die 
Laingsmyoneme auf seinen Schnittpraparaten (Querschnitt) punkiformig 
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waren und noch innerhalb der Pellicula lagen. Hier sollen nachfolgende 
Untersuchungen ansetzen, um die morphologischen Verhiltnisse sowohl der 
»Myonemschicht* als auch der ,,Pelliculastruktur“ (siehe oben) zu klaren. 
Die Kontraktionen wiirden ohne Wirkung auf die Ortsveranderung des 
Tieres bleiben, wenn nicht die klebrige Beschaffenheit der Pellicula 
eine ausreichende Haftung an der Unterlage gewihrleiste. 

Die Kontraktionen der Myoneme verlaufen von vorn nach hinten, und 
zwar folgen eine Anzahl ,,Kontraktionswellen“ dicht aufeinander. Das Tier 
gleitet wie auf Kufen iiber die Unterlage. Laufen die Wellen aus, geschieht 
dies nicht plétzlich. Die Intensitat der Kontraktionswellen 
lat nach, und die Dichte der aufeinander- 
folgenden Wellen nimmt ab. Eine ,,nach- 
folgende* Welle bewegt die Gregarine, 
die jetzt schon einmal kurze Zeit still- 
stand, noch ein Stiickchen weiter, und 
dasselbe geschieht noch ein- bis zweimal. 
Es sei daran erinnert, dafi eine .,.Ruhe- 
pause“ wihrend der Gleitbewegung in 
Wirklichkeit aus mehreren Vor-, einer, 
Haupt- und schlieflich einigen N ach- 





pausen besteht, die sich auf die oben 


, : Abb. 45. Schematischer Querschnitt 
geschilderte Art erkliren liefen. 


durch eine Gregarine. Links und 

Bewegen sich die Gregarinen derart in rechts sind Kaolinteilchen ange- 
einem mit physiologischer Kochsalzlésung deutet (Erklarung im Text). 
hergestellten Praparat, so wird es, da die 
Tiere meist fast véllig undurchsichtig sind. verstaindlich, da® der 
Beobachter von den Kontraktionen normalerweise nichts sehen kann (vel. 
Abb. 45). Sowohl Crawley (1902) als auch M iih | (1921) behaupten, unter 
Anwendung mikroskopischer Kunstgriffe, wie Schragstellung des Konden- 
sors (schiefe Beleuchtung), diese Kontraktionen schon gesehen zu haben. 

Mit Hilfe des Prismenrotators (W. und H. Seibert), fiir durchfallendes 
Licht abgeindert nach K uh 1, wurde versucht. gleichzeitig die Unterseite des 
Praparates zu beleuchten und zu beobachten. Die Verlangerung des opti- 
schen Weges erlaubte dabei nur noch schwachste VergréRerungen, so daf die 
feinen Kontraktionen auf diese Weise leider nicht festgestellt werden konn- 
ten. 

Es sei noch einmal auf das Schema Abb. 45 hingewiesen. insbesondere 
auf die rechts und links des .,Gregarinen-Querschnitts* angeordneten 
.Kaolinpartikel*. Das rechte Teilchen liegt zwar dicht an dem Tier, steht 
aber nicht in Beritihrung mit den die Kontraktionen der 
Myoneme iibertragenden Pelliculaleisten. Nur das Kaolin- 


teilchenlinks wird an der sich bewegenden Gregarine entlang gleiien. 
So laBt sich auf einfache Weise die Tatsache erklaren, dai in den Prapa- 
raten manche Partikel in Bewegung, andere, die ebenfalls scheinbar das Tier 
beriihrten, auf der Stelle verharren kénnen. 


Die Beobachtung der Gregarinen im natiirlichen Medium (Darmschleim) 
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und das Hinzufiigen einer Kochsalzlésung fiihrte ja dazu, daf die ,aktive“ 
Bewegung eingestellt wurde. die Tiere sich streckten und sich nunmehr 
gleitend weiterbewegten. Da die hier vorgetragene Hypothese davon 
ausgeht, dai nur die Myoneme sich kontrahieren, die durch ent- 
sprechende Reize dazu veranlaBt werden, ist dieses Verhalten etwa fol- 
gendermaBen zu erkliren: 

Die zihe Substanz des Darminhaltes einer Tenebriolarve (Wiritstier) iibi 
auf die gesamte Oberflache der Gregarine den Reiz aus, der 
zur Myonemkontraktion notwendig ist, und wie er im diinn- 
fliissigen Priparat nur von der Unterlage ausgeiibt wird. Das 
ruckartige Strecken der Tiere, wenn sie die Grenze Schleim 

-~Wasser durchbrochen haben, erfolgt durch den plétzlichen Ubergang 
der jetzt nicht mehr gereizten Myoneme in ihren normalen Spannungs- 
zustand. Der Versuch. diesen Vorgang durch osmotische Verianderungen in 
den Tieren zu erklaren, scheitert schon an dem Gegenexperiment 
zu den geschilderten Beobachtungen; es gelang darin, Gregarinen, die sich 
in physiologischer Kochsalzlésung gleitend bewegten, durch Hinzufiigen 
einer quellbaren Substanz, zur ,aktiven* Bewegung zu bringen. Hierdurch 
wird eine Verbindung zwischen den beiden Bewegungsarten 
der Gregarinen aufgezeigt. Es liegt auf Grund dieser Versuche nur eine 
Bewegungsform vor, deren Ausmaft je nach der GréBe des Reizes 
verschieden stark ist. 

Es wurde bereits verschiedentlich darauf hingewiesen, aus welchen Griin- 
den die Theorie“ der Bewegung durch Schleimsekretion* zumindest fiir 
Arten der Gattung Gregarina nicht zutrifft. Es seien die Tatsachen, die da- 
gegen sprechen, noch einmal kurz aufgefiihri. 

1. Haingen zwei oder mehr Gregarinen an einem Schleimpfropf, kénnen 
sie sich nicht voneinander entfernen (Abb. 3). Das sollte man aber nach der 
Sokolowschen Hypothese (1912) erwarten kénnen. 2. Der produzierte 
Schleim miiBte sich, bis er an das Hinterende gelangt. aufgelést haben. da 
hinter dem Tier keine Schleimzunahme fesizustellen ist (der Abstand nach- 
geschleppter Partikel vom Hinterende der Gregarine bleibt unverandert). 
3. Der Schleim diirfte nur in einer Richtung quellen (anisotroper Schleim). 
sofern der Quellungsdruck die vorantreibende Kraft sein soll. 4. Das 
geradlinige Hervorgleiten der unter erheblichhem Druck der Mikro- 
manipulatornadeln befindlichen Tiere (Abb. 30) ist mit der Abscheidung 
von Schleim nicht zu erklaren. Eine .aktive* Bewegung im Sinne der alteren 
Autoren kann es nicht sein, da keine Kontraktionen zu sehen sind. 5. Ein 
wesentliches Argument der Sok olowschen Theorie (1912) der Gregarinen- 
bewegung stellen die Ergebnisse seiner Versuche mit Saiuren dar. Es wird 
von dem Autor angenommen, daf die Gleitbewegungeingestellt 
wird, da die Tiere im sauren Medium nicht mehr in der Lage seien, Schleim 
zu produzieren: die Gleitbewegung werde durch die .aktive” Bewegung 
ersetzt. 

Es konnte jedoch gezeigi werden. daB der Ubergang von der Gleit- 
bewegung zur .aktiven* Bewegung weder plotzlich erfolgt noch 
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beide Bewegungsariten durch eine bewegungslose Phase getrennt sind. Der 
Ubergang ist in allen Phasen aufzufinden. Ein von saurem Medium aus- 
gehender Reiz fiihrt zur Kontraktion weiterer Myoneme, die jetzt aber nicht 
mehr der physiologischen Unterseite angehéren, soridern seitlich davon 
liegen. Das Ergébnis sind die Kriimmungen. Gleichzeitig steigt die Intensitit, 
der Kontraktionsbewegungen. 

Kine Beeinflussung der klebrigen Beschaffenheit der Kérperoberflaiche 
hinderte die Tiere sofort an der fortschreitenden Bewegung, da die Haftung 
an dem Untergrund offenbar nicht mehr méglich war. Das bestatigt die Not- 
wendigkeit der Annahme, die klebrige Pellicula als einen wichtigen 
Faktor fiir die Bewegung der Gregarinen anzusehen. 

6. Ein wesentliches Merkmal der Gleitbewegung, der Wechsel 
zwischen steter Bewegung und Ruhepause ware unter Umstanden auch mit 
der Hypothese der Sekretion zu erklaren. Daf aber eine Ruhepause in 
Wirklichkeit aus einer ganzen Reihe bewegungsloser Phasen, den Vor-, 
einer Haupt- und den Nachpausen zusammengesetzt ist, erschwert fiir die 
Sekretionshypothese die Erklarung. 7. Dasselbe gilt fiir die Tatsache, dal 
die Einhaltung einer bestimmien Bahn eine Folge der Kérperform der Gre- 
garinen ist. Eine Wirkung der Koérperform auf die Bahn iiber den abge- 
schiedenen Schleim ist schwer vorzustellen. Die Kriimmung der Bahn 
laBt sich zwar mit einer einseitigen Gallerteabscheidung ebenfalls er- 
reichen; es miifte in diesem Falle jedoch die Geschwindigkeit der Tiere, die 
sich in einem Kreisbogen bewegen, deutlich langsamer sein gegeniiber den 
sich geradlinig bewegenden. 

Die Hypothese der Gregarinenbewegung nur durch My onemkon- 
traktionen baut sich aber nicht lediglich darauf auf, daf eine Anzahl 
von Ergebnissen mit Hilfe der Sekretionshypothese nur schwer 
oder gar nicht zu erkliren ist, sondern sie wird auf der einwandfrei bewie- 
senen Tatsache, dah Kontraktionswellen unter besonderen Um- 
stinden wihrend der Gleitbewegung vorhanden sind, aufgestellt. Infolge 
der Belastung mit zihem Schleim miissen eine gréRere Zahl von Myonemen 
zu Kontraktionen gereizt werden, um den Widerstand zu iiberwinden. Auch 
die Kontraktionswellen an der Unterseite werden intensiver und setzen 
jetzt schon vorne am Protomeriten an. Dadurch werden die auf der U nte r- 
seite verlaufenden Wellen zum erstenmal sichtbar. 

Wenn die Geschwindigkeit der am seitlichen Rand des Tieres erkenn- 
baren Wellen hinter der des Tieres zuriickbleibt, so spricht das nicht gegen 
die Hypothese der Kontraktionswellen als Ursache der Bewegung. In diesem 
Sonderfalle tragen die zusatzlich gereizten Anteile der Myonemschicht nicht 
zu der Bewegung des Tieres bei. Der Reiz, der sie zur Koniraktion bringt, 
ist auch ein anderer (Zug oder Druck) als der, der zur ,,Bewegungskontrak- 
tion“ fiihrt. Eine verschiedene Reaktionsgeschwindigkeit in benachbarten 
Bezirken der Myonemschicht ist denkbar. 

Es laBt sich demnach folgendes zusammenfassen: 

Die Bewegung der hier untersuchten Arten der Gattung Gregarina 
mit Hilfe von Kontraktionswellen, die an der Unterseite verlaufen, ist sicher- 
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gestellt. Der Ubergang von der gleitenden Bewegung zum ,,Win- 
den“ durch Beteiligung weiterer Myoneme an den Kontraktionen ist die 
einfachste Erklarung fiir die scheinbar vorhandene Fahigkeit zu zwei ginz- 
lich verschiedenen Bewegungsarten. Hypothetisch bleibt noch die Zuordnung 
einzelner Myonempartien zu jeder Lingsrippe der Pellicula, die Méglich- 
keit, da nur einzelne Myoneme gereizt werden sowie die Be- 
sdarinkung der Kontraktionen auf einzelne Pelliculaleisten. 

Zur unterschiedlichen Auffassung der einzelnen Autoren der Bewegungs- 
ursache der Gregarinen mag die Tatsache beigetragen haben, daf die Tiere 
in der Lage sind, eine gallertige Substanz abzuscheiden. Es konnte gezeigt 
werden, daft dies bereits einige Zeit, bevor die ersten sichtbaren Kontrakt- 
tionen des Primiten die Phase des Einrollens zur Cyste einleiten, geschieht. 
Es ist durchaus denkbar, da&, wenn die Untersuchungen zufallig nur zur Zeit 
der Bildung zahlreicher Cysten (Friihjahr und Herbst) stattfinden, eine in 
Wirklichkeit nicht vorhandene Korrelation zwischen Gallerteausscheidung 
und Fortbewegung vermutet wurde. 

Die weiteren physiologischen Versuche, insbesondere die einer Beein- 
flussung der Bewegung durch chemische Substanzen, stecken noch zu sehr 
in den Anfangen, als daf hier schon iiber exakte Ergebnisse berichtet wer- 
den kénnte. Nur soviel sei gesagt, daB Stoffe wie ATP und Salyrgan Reak- 
tionen auslésen. Inwieweit diese Reaktionen mit den Ergebnissen der Unter- 
suchungen zur Muskelkontraktion iibereinstimmen, miissen weitere Unter- 
suchungen zeigen. 


IX. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die Bewegungsphysiologie von Gregarina polymorpha Hammer- 
schmidt und Gregarina cuneata Stein wurde mit Hilfe des Zeitraf- 
ferfilmes (Anderung des Zeitfaktors), der Teilbildanalyse und des Mikro- 
manipulators untersucht. 

2. Beide Arien zeigen in ihrem bewegungs- und reizphysiologischen Ver- 
halten keine Unterschiede. 

3. .Aktive* Bewegung wurde nur im zihen Darmschleim des 
Wiristieres beobachtet; in 0.8% iger Kochsalzlésung bewegten sich die Tiere 
gleitend. Durch Verdiinnung des zihen Darmschleimes und Erhéhung 
der Viskositaét der Kochsalzlésung durch quellende Mittel, lassen sich beide 
Bewegungsarten ineinander iiberfiihren. Die Art der Bewegung hingt 
von der Konsistenz des Medium ab. 

4. Ortlich begrenzie Kontraktionen fiihren zu Knickbewegungen; 
das Einknicken erfolgt langsam, die Streckung ruckartig. 


5. Die Cystenbildung wird stets durch Kriimmungsbewegungen 
eingeleitet. Am Hinterende in Faden ausgeschiedene Gallerte verhindert zu- 
sammen mit dem richtungslosen Winden und der nachfolgenden Rotation 
einen zufalligen EinschluB von Fremdpartikel in die Cyste. 


6. Der von den Gregarinen regelmaBig mitgeschleppte Schleim ist ein 
Produkt des Wirtstieres. 
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7. Das wesentliche Merkmal der Gleitbewegung ist der Wechsel zwi- 
schen Bewegung und Stillstand. Die Teilbildanalyse von Zeitrafferaufnah- 


men ergibt, daB® die scheinbar ,,bewegungslose Phase“ aus mehreren kurzen 


»Vor“-, einer langen ..Haupt*- und einigen kurzen ..Nach“pausen bestehi. 


8. Die Bahn wihrend der Gleithewegung ist abhiingig von der jeweili- 
gen Kérperform des Tieres. 

9. Reizphysiologische Untersuchungen: Temperaturen iiber 29° C fiihren 
zum Absterben der Gamonten. ATP und Salyrgan lésen spezifische Reak- 
tionen aus. Mechanischen Einfliissen gegeniiber sind die Tiere sehr wider- 
standsfahig. Allen reizphysiologischen Untersuchungen stellt sich die auBer- 
ordentlich geringe Reaktionsbreite der Gregarinen hemmend in den Weg. 

10. Untersuchungen iiber den Einflu® saurer Medien mit definier- 
tem pH-Wert zeigen, da die Gleitbewegung langsam von einer 
Krimmungsbewegung iiberlagert wird und schlieBlich zu einem 
-Rundkriechen* fiihrt. 

11. Auch unter Zeitraffung wurde eine deutlichhe Str6 mung im P ro- 
toplasma nicht erkennbar. Innerhalb kleiner Areale liegt wahrscheinlich 
eine geordnete Bewegung der Granulen vor. 

12. In Versuchen mit fein verteiltem Kaolin werden nur solche Par- 
tikel an den mit Hilfe des Mikromanipulators festgelegten Gregarinen ent- 
lang bewegi. die die Tiere beriihren. Die Kaolinteilchen werden nur von 
vorn nach hinten befoérdert. 

13. Einige Syzygien, durch anhangenden ,,Ballast* in der Gleitbewegung 
behindert, zeigen eine wellenférmige Veranderung der Pellicula. 

14. Im Mikrozeitrafferlaufbild sind wahrend der Gleithewegung K o n- 
traktionswellen an der Unterseite des Protomeriten zu beob- 
achten. 

15. Eine Einteilung der Gregarinenbewegung in eine ..aktive* und ,.pas- 
sive” ist nicht zulissig. Es ist vielmehr zwischen einer Bewegung mit sic h t- 
baren und einer mit subjektiv nicht sichtbaren Myonemkon- 
traktionen zu unterscheiden. Der Ausdruck ,aktiv“ kann fiir die Be- 
wegung mit sichtbaren Myonemkontraktionen benutzt wer- 
den, sofern er nicht in Gegensatz zu passiv gestellt wird. 

16. Es wird die Hypothese aufgestellt, da je nach Art und Intensi- 
tit des Reizes nur die Myoneme der jeweiligen physiologischen 
Unterseite oder alle Myoneme sich kontrahieren. Es resul- 
tiert die oben genannte verschiedene Art der Bewegung. 
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A. Untersuchung der Chloroplasten 


Chloroplasienstudien an virusinfizierten Pflanzenzellen sind bereits 
in umfangreichem Mafe erfolgt. Eine ungefahr 50 Arbeiten erfassende Lite- 
raturiibersicht bis etwa 19435 bietet Cook (1947). Weitere wichtige Arbeiten 
finden sich in den Zusammenfassungen von Esau (1938 und 1948). Ein- 
gehende Angaben iiber die strukturellen Veranderungen der Plastiden 
TMV-infizierter Pflanzen sind in den Aalteren Arbeiten kaum zu finden: 
soweit bekannt, gehen Woods und Du Buy (1951) erstmals auf die Ver- 
anderungen der Grana ein. Die Chloroplastenarmut TMV- (Gelbstamm-) 
infizierter Gewebe und die Pigment- und GréRenabnahme der Restplasti- 
den sind immer wieder beobachtet (Petersen und McKinney 1938). 
Die Art der Zerstérung der Chloroplasten in den infizierten Geweben da- 
gegen bleibt widerspruchsvoll. Angesichts der Abhingigkeit der Symptom- 
bildung vom Enitwicklungszustand der Pflanze zum Zeitpunkt der Inoku- 
lation, von Licht, Temperatur und Ernahrung und besonders vom Virus- 
stamm ist es nicht verwunderlich, daB die cytologischen Befunde nicht vollig 
iibereinstimmen und vielfach unsicher bleiben. Von besonderer Bedeutung 
ist dabei die Untersuchungsmethode. .Lebenduntersuchungen* an abgeris- 
senen Epidermen oder auch Diinnschnitten erwachsener Tabakblitter er- 
weisen sich nach Zech (1952) als sehr fragwiirdig. Die Verinderungen. 
denen die Chloroplasten bei dieser Préparation unterliegen. sind von vor- 
sichtigen Untersuchern, wie Iwanowski (1903), Hoggan (1927) und 
Esau (1944). durchaus erkannt und erwahnt worden. Viele Arbeiten an 
fixiertem Material lassen infolge Verwendung unzulinglicher Fixiermittel 
eine Nachuntersuchung als wiinschenswert erscheinen. Auf die Schwierig- 
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keiten einer strukturerhaltenden Fixation gerade der erwachsenen Pla- 
stiden ist erst in neuerer Zeit hingewiesen worden (Grave 1954). 

Beschrinkten sich die alteren cytologischen Untersuchungen darauf, die 
Virusschadigung der Zellorganellen zu erfassen, so tritt in den neueren Ar- 
beiten dariiber hinaus die Frage nach dem Ort der Virusvermehrung in der 
Zelle stiirker hervor. Die ersten lichtmikroskopischen Plastidenuntersuchun- 
gen unter dieser Fragestellung fiihrten Risch kov und Smirnova (1940), 
die ersten elektronenmikroskopischen Untersuchungen Kausche und 
Ruska (1940) durch. Die Entstehung von X-Kérpern aus aggregierten, 
degenerierten Chloroplasten beobachtete Bald (1948) fiir das TMV, 
Koshimizu und lizuka (1957) fiir zwei Papilionaceen-Viren. Black 
und Mitarb. (1950) untersuchten erstmalig Uliradiinnschnitte TMV-infizier- 
ter Blattgewebe im Elektronenmikroskop. Ein benachbaries Auftreten von 
fibrillirem Virusmaterial und Chloroplasten wurde beobachtet und ein 
niherer Zusammenhang vermutet. Le yon (1953) arbeitete an isolierten 
Chloroplasten aus virusinfiziertem Blatigewebe des Riiben- und Tabak- 
mosaikvirus. Die elektronenmikroskopischen Bilder von fibrillarem TMV in 
Kontakt mit Plastidenfragmenten deutet der Autor im Sinne einer Virus- 
produktion in den Chloroplasten. Skotland und Mitarb. (1955) unter- 
suchten Ultradiinnschnitte gesunder und TMV-infizierter Tabakpflanzen 
im Elektronenmikroskop. Nach ihnen trat das Virus bevorzugt an solchen 
Stellen auf, an denen die Plastiden nach erfolgter Zerstérung .ihre Grana 
und anderen Inhalt“ ins Cytoplasma entlassen hatten. Brandes (1956) 
beobachtete in Ultradiinnschnitten TMV-infizierter Blattgewebe zwar struk- 
turell stark veranderte Chloroplasten, konnte aber weder innerhalb noch 
in unmittelbarer Nahe derselben eine Virusanhiufung nachweisen. Nach 
Brandes sind die Chloroplasten fiir die Virusvermehrung zumindest 
nicht notwendig. Auch Matsui (1956) fand auf Grund elektronenmikro- 
skopischer Untersuchungen an TMV-infizierten Blattern die TMV-Partikeln 
innerhalb der infizierten Zellen ohne Beziehung zu den zerstérten Chloro- 
plasten. 

Angesichts dieser Unsicherheit unserer Kenninisse sollten die eigenen 
Untersuchungen zur Klarung zweier Fragen beitragen: 

1. Inwieweit fiihrt die TMV-Vermehrung in Blatigeweben zu patholo- 
gischen Veranderungen der Chloroplasien in diesen Geweben und wie ver- 
lauft die eventuelle Stérung oder Zerstérung bei sorgfiltiger lichtmikro- 
skopischer Vitalanalyse? 

2. Lassen sich auftretende Chloroplastenschiiden im Elektronenmikroskop 
niher analysieren, oder sind bei Mangel lichtmikroskopisch sichtbarer Ver- 
anderungen Chloroplastenschaden im sublichtmikroskopischen Bereich zu 
erfassen? 


Lichtmikroskopische Untersuchung der Chloroplasten 


Da die methodischen Grundlagen zu der vorliegenden Untersuchung in 
einer anderen Verdffentlichung bereits ausfiihrlich angegeben wurden 
(Wehrmevyer 1959), wird auf eine Wiederholung an dieser Stelle ver- 
zichtet. Es erfolgte die Friihinfektion des Tabaks im Keimlingsstadium mit 
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den TMV-Stimmen Vulgare, G7 und G2 (Kohler 1942), Die Vitalunter- 
suchung von Keim- und Folgeblattern erfolgte nach Wasserinfiliration ohne 
Anwendung stérender Diinnschnitiechnik. Die Beobachtung von Virusein- 
schluBkérpern einschlieBlich ihrer Entwicklung und von Chloroplasten ist 
méglich. 


In der Zeit vom 1. Oktober 1956 bis zum 6. August 1957 wurden 27 Keim- 
lingsinfektionsserien mit je 48 Virusinokulationen und je 16 Kontrollen in 
Pikierschalen durchgefiihrt. Dabei wurde nach entsprechenden Vorversuchen 
der raschwiichsige Samsuntabak mit 24 Serien bevorzugt bearbeitet. Es 
wurde in 14 Serien der Gelbstamm G 2 inokuliert, parallel dazu in 7 Serien 
TMV GZ, in 6 Serien TMV Vulgare. In den Keimblattern treten Virusein- 
schluBkérper in Form von Prismen (Abb. 1) nach drei, in Form von Schlei- 
fen (Abb. 3) nach etwa vier Tagen auf. In den zum Zeitpunkt der Inokula- 
tion noch nicht sichtbaren Folgeblittern ist der Virusnachweis erst erheblich 
spater durchzufiihren, da das Wachstum der Gesamtpflanze wie auch der 
Einzelorgane stark gehemmt ist. Friihestens nach 9—12 Tagen p.i. ist der 
Prismen- und Schleifennachweis in den ersten beiden Folgeblatiern zu er- 
bringen. Die Beobachtungsméglichkeiten und die Menge der EinschluB- 
koérper nehmen in etwas alteren Stadien zu. Als bemerkenswertes und iiber- 
raschendes Ergebnis der Untersuchung ist die fehlende oder erst spat ein- 
setzende Symptombildung in Form von Chlorophylidefekten an Keim- 
und friihen Folgeblattern nach der Infektion mit den drei TMV-Stammen 
anzusehen. Beim Samsuntabak blieben die Keimblitter 15—25 Tage p. i. 
ohne duBere Symptome: die ersien Folgeblatter zeigten im Sommer bis 
30 Tage p.i., im Winter bis 50 Tage p.i. keine Chlorophylldefekte, wobei 
die angegebenen Werte nicht als absolute Endpunkie zu betrachien sind. 
Licht und Temperatur kénnen die Symptomauspragung auch in diesem 
Bereich beeinflussen, wie die unterschiedlichen Angaben fiir Sommer und 
Winter zeigen. Die im weiteren Verlauf der Entwicklung gebildeten Folge- 
blatter zeigen das von Spatinfektionen her gewohnie Bild unruhiger Mosaik- 
scheckung, Hellgriin-Dunkelgriin bei TMV Vulgare und Gelbweif-Griin bei 
den Gelbstimmen G 2 und G7. 

Durch die lichtmikroskopische Untersuchung der Keim- und friihen 
Folgeblatier keimlingsinfizierten Tabaks wurden die oben erwahnten, nur 
phanomenologischen Beobachtungen iiber fehlende Mosaikauspragung be- 
statigt und erweitert. Zur standigen Kontrolluntersuchung wurden die stark 
reduzierten oder deformierten Sekundarblatter herangezogen: die Abbil- 
dungen (1 und 2) erfassen dagegen den Keimblattbereich, da die Bedingun- 
gen fiir die Mikrophotographie hier giinstiger liegen. In fast allen Geweben 
(mit Ausnahme der Leitbiindel) und je nach dem Untersuchungszeitpunkt 
in der iiberwiegenden Zahl der Zellen ist die Virusgegenwart in Form von 
Einschlu&k6rpern lichimikroskopisch nachzuweisen; in den gleichen Zellen 
sind Chloroplasten in grofer Zahl (wenige in der Epidermis) und ohne 
sichtbare Anzeichen einer Schadigung vorhanden (Abb. 1 a und b). 

Reichlicher Starkegehalt wurde in den Chloroplasten der virusinfizierten 
Gewebe hiufig (Abb. 2 a und b), aber nicht regelmafig und in gleicher Weise 
in vollig gesunden Konirollen gefunden. Die Starke ist mit J.-K J-Lésung ein- 
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deutig mikrochemisch nachzuweisen (Abb. 2b); eine Verwechselung mit den 
Grana der Plastiden ist nicht méglich. Sogenannte ..Macrograna* im Sinne 
Woods und Du Buy (1951) wurden nicht festgestellt. Niemals wurden 
ferner bei einwandfreier Untersuchungsmethode in den angegebenen Ge- 
weben innerhalb der angegebenen Untersuchungszeit vakuolisierte Chloro- 


Abb. 1a und b. Schleifen und hexagonale Prismen mit voéllig intakten Chloro- 
plasten vergesellschaftet im Keimblattmesophyll. Vergr. 750 X. 


plasten beobachiet, wie sie fiir altere, systemisch virusinfizierte Folge- 
blatter verschiedentlich angegeben werden (I wanowski 1903, Hoggan 


ec: y 


"ee ss 


Abb. 2a und b. Stirkehaltige Chloroplasten in virusinfizierten Zellen a: vital: 
b: nach positiver Reaktion mit J.-K J-Lésung. Vergr. a 823. b 650X. 


1927, Sorokin 1927, Dufrenoy 1930. Woods und Du Buy 1951). 
Unierschiedliche PlastidengréBen in ein und derselben Zelle kommen vor 
(Abb. 1b), ohne daB weitere cytomorphologische Abweichungen auf eine 
Schidigung durch das Virus schlieBen lassen: auch sind ahnliche Verhalt- 
nisse in gesunden Kontrollpflanzen anzutreffen. 

Fassen wir die Befunde an Keim- und friihen Folgeblattern und die 
Ergebnisse der Vitaluntersuchungen iiber das Vorkommen von Virusein- 
schlufkérpern in Wurzeln und Bliiten (Wehrmeyer 1959) zusammen, so 
ergibt sich: 


Protoplasma, Bd. LI/2 19 
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1. In den chloroplastenfreien Geweben der Bliite und der Wurzel treten 
die Viruseinschlufkérper in der gleichen Weise wie in den chloroplasten- 
haltigen Geweben auf (Abb. 3a und b). In den Bliiten ist sogar eine ge- 
steigerte Virusproduktion die Regel. Die Befunde von White (1934) und 
Stanley (1938) iiber die Virusvermehrung in Wurzeln und von Holmes 
(1934) iiber die Nichtnotwendigkeit von Chlorophyll und Licht werden be- 
statigt. 

2. In den chloroplastenreichen Geweben der Keimblatier erfolgt die 
Bildung der TMV-EinschluBkérper nach Keimlingsinfektion innerhalb von 


Abb. 3a und b. Nachweis der Viruseinschlu@kérperbildung (Schleifen) in den 
chloroplastenfreien Geweben a der Bliite und b der Wurzel. Vergr. 700X. 


3—4 Tagen, in denen der friihen Folgeblatter bald nach ihrer Entwicklung 
(9—12 Tage) ohne irgendeine auBerlich oder lichtmikroskopisch sichtbare 
Schidigung oder Verianderung des Chloroplastenbestandes. Die Virus- 
schaidigung selbst ist dabei durch die erhebliche Wachstumshemmung im 
Vergleich zu den nichtinfizierten Kontrollpflanzen eindeutig: insbesondere 
sind die Sekundarblatt- und Seitenwurzelbildung stark beeintrachtigt. Die 
regelmaBige Vergesellschaftung von Viruseinschlu@kérpern in Form von 
Prismen, Schleifen oder auch Fadenbiindeln mit véllig intakten, haufig 
starkehaltigen Chloroplasten zeigt eindeutig, daB die Vorginge. die bis zur 
erfolgien Einschlu@kérperbildung in der Wirtszelle ablaufen, die Chloro- 
plasten in den genannten Bezirken cytomorphologisch nicht oder in nicht 
lichtmikroskopisch erfafbarer Weise schaidigen. Auch eine ansehnliche Zeit- 
spanne iiber die Phase der Einschlu@kérperbildung hinaus andert sich an 
diesem Zustand der Chloroplasten nichts. Daf die Phase bis zur EinschluB- 
kérperbildung die eigentliche virulente Phase der Virusvermehrung dar- 
stellt, ist mehrfach belegt (Holmes 1930. Steere 1952, Zech und V og t- 
K ohne 1955 und 1956). 

3. Alle lichtmikroskopisch beobachtbaren Entwicklungsprozesse von 
TMV-EinschluBk6érpern (Prismen, Schleifen und Fadenbiindeln) finden im 
Cytoplasma oder in X-Kérpern statt, nie aber innerhalb oder auch nur in 
direkter Beziehung zu benachbarten Chloroplasten, 
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Elektronenmikroskopische Untersuchung der Chloroplasten 


Material und Methode 

Die elekironenmikroskopische Analyse der Chloroplasten virusinfizierter 
Blattgewebe macht entsprechende Kontrolluntersuchungen an gesunden 
Blattgeweben notwendig. Der vergleichenden Untersuchung stellie sich je- 
doch eine Schwierigkeit entgegen. Durch die Virusinfektion im Keimlings- 
stadium wird eine starke Wachstumshemmung in den infizierten Pflanzen 
ausgelést, waihrend die Kontrollpflanzen ungestért weiterwachsen. Gleich- 
altrige Pflanzen zeigen daher schon 10—14 Tage nach der Infektion so starke 
GroéRenunterschiede und stellen daher so unterschiedliche Fixationsbedin- 
gungen, daf an einer Paralleluntersuchung gleichaltriger Pflanzen unter 
konstanten Bedingungen nicht festgehalten werden konnte. Als Kontrollen 
wurden daher Sekundarblatter gesunder Tabakanzuchten vom Aussehen 
und Entwicklungszustand genommen, der dem der Sekundarblatter keim- 
lingsinfizierter Tabakpflanzen entsprach. 20—30 Tage alte, gesunde Kon- 
trollpflanzen weisen Sekundiarblatter auf, die der GréBe der Sekundiar- 
blitter etwa 40 Tage alter, keimlingsinfizierter Pflanzen entsprechen. Das 
Alter der Pflanzen zur Zeit der Inokulation betrug je nach der Jahreszeit 
6—15 Tage vom Tag der Aussaat an gerechnet. 

Die Behandlung von virusinfiziertem (TMV G 2) und gesundem Material 
(Samsuntabak) erfolgte in stets gleicher Weise: Die den Pikierschalen ent- 
nommenen Pflanzen wurden gesaubert, Keim- und Primarblatter und Teile 
der Wurzel verworfen. Der Sprof mit dem Sekundarblatt gelangte — 
meistens nach Wasserinfiltration und Kontrolle der Virusgegenwart — 
rasch in eine gepufferte Osmiumsaurelésung (1%ig, pH 7,2) zur 
Fixation. Fixationsdauer 2 Std., Wassern %—1% Std. Uranylacetat-Kon- 
trastierung nach Strugger (1956b), 1%ige Losung in Aqua dest., 
1%—2 Std., Wassern 1—2 Std. In Stichproben wurde an dieser Stelle der 
Erhaltungszustand lichtmikroskopisch konirolliert. Im weiteren wurde nach 
der in der Elektronenmikroskopie iiblichen Weise verfahren (Angaben 
siche Wehrmeyer 1959). 

Uber die Struktur der erwachsenen Chloroplasten héherer Pflanzen lie- 
gen bereits ausgezeichnete Arbeiten vor (Steinmann und Sjéstrand 
1955, Hodge und Mitarb. 1955, Strugger 1956a). Auch speziell iiber 
Tabakchloroplasten erschien eine Arbeit von Cohen und Bowler (1955), 
die jedoch an isolierten Chloroplasten durchgefiihrt wurde. Wenn auch im 
einzelnen, z. B. im Bau der Granen, Unterschiede zwischen den Chloro- 
plasten verschiedener Herkunft bestehen mégen (Miihlethaler 1957), 
so liegt doch geniigend gesichertes Material als Vergleichsgrundlage fiir eine 
Untersuchung pathologischer Plastidenformen vor. Die elektronenmikro- 
skopische Untersuchung von virusinfizierten Blattern mit inhomogenem 
Plastidenbestand wird dadurch erschwert, daf die Chloroplasten methodi- 
schen Eingriffen, besonders der Fixation gegeniiber, eine ungleiche Reaktion 
zeigen kénnen; daher besteht fast immer die Gefahr einer ungleichen Aus- 
prigung der praparationsbedingten’ Schaden, was zu einer Vergréberung 
der urspriinglichen Verhaltnisse fiihrt. Aus diesem Grunde ist es nicht ver- 

19* 
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wunderlich, da geschadigte Chloroplasten aus virushaltigen Geweben 
leichter zu erhalten sind als ungeschadigte. Durch die Ergebnisse der licht- 


ete 


a. & 


Abb. 4 und 5. Vergesellschaftung von langsseitig parallelgelagerten TMV-Partikeln 

(rechts unten) mit Chloroplasten unterschiedlichen Erhaltungszustandes aus dem 

Sekundarblattgewebe 41 Tage alter Tabakpflanzen, 26 Tage p. i. mit TMV G2. 
(pr. 8800X), 14.960X. 
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mikroskopischen Vitalanalyse der Chloroplasten in virusinfizierten Folge- 
blattern aber ist eine Voraussetzung fiir die kritische Beurteilung der pra- 
parationsbedingten Plastidenschaden geschaffen. 

Bei fast allen bisher durchgefiihrten elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen virusinfizierter Zellen wurde ferner zur kontrastreichen Dar- 
stellung der Viren die Schragbedampfung der Ultradiinnschnitte angewandt 
(Black und Mitarb. 1950, Smith 1953, Skotland und Mitarb. 1955, 
Brandes 1955 und 1956, Goldin und Fedotina 1956, Nixon 1956b). 
Die zur Schragbedampfung notwendige und unumgingliche Auflésung des 


Baas) + 


Abb. 6. Medianer Querschnitt durch einen gut erhaltenen Chloroplasten aus dem 

Sekundiarblattgewebe 41 Tage alten Samsuntabaks, 26 Tage p. i. mit TMV G2 

(Linge 7.8, Breite [max.] 0.8“, Granadurchmesser 0,3—0,6 mittlerer Grana- 

durchmesser 0.44, Granahéhe 33—230 me, Dicke der Stromalamellen 10—15 mz); 
(pr. 8800X). 22.000. 


Einbettungsmittels ist jedoch ein kritischer Eingriff, der zu unkontrollier- 
baren Veranderungen des urspriinglichen Zusitandes fiihren kann (F re y- 
Wyssling 1955 und Nixon 1956a). Durch die Einfiihrung der Kon- 
trastierung mit Uranylacetat konnten die mit der Schragbedampfung ver- 
bundenen methodischen Eingriffe vermieden werden. 
Ergebnisse 

1. Anzeichen einer Virusproduktion in den Chloroplasten der Sekundar- 
blitter keimlingsinfizierter Tabakpflanzen in Form von TMYV-Partikeln 
wurden in keinem Falle beobachtet. Eine Unterscheidung méglicher Unter- 
einheiten (Vorstufen) des TMV von den .globulairen* Stromaproteinen der 
Chloroplasten ist allerdings nicht durchfiihrbar gewesen. 
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2. Es gibt keine eindeutigen Hinweise fiir eine nahere Beziehung des 
Virus zu den Chloroplasten einer Zelle. Riumliche Koexistenz von Virus 


Abb. 7a und b. Riumliche Koexistenz von Chloroplasten und fibrillarem TMV im 
Cytoplasma. Sekundiarblatigewebe 40 Tage alten Samsuntabaks, 30 Tage p. i. mit 
TMV G2. Kein Auswachsen der Virusfibrillen aus dem Chloroplasten; der Chloro- 
plast ist vom Cytoplasma umhiillt. a (pr. 8000). 13.600; b(pr. 21.500X). 36.500X. 
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und Chloropiasten im Cytoplasma ist licht- und elektronenmikroskopisch 
erwiesen (Abb. 7 a und b). 


3. Der Erhaltungszustand der Chloroplasten in virusinfizierten Zellen 
ist unterschiedlich und nur im Vergleich mit methodisch gleichartig behan- 
delten, gesunden Konitrollen zu beurteilen. Die Chloroplasten kénnen gut 
erhalten (Abb. 6) oder mehr oder weniger verandert sein, auch innerhalb 
einer Zelle (Abb. 4 und 5). Das Stairkevorkommen in den Chloroplasten 
fiihrt zu Formveranderungen, die in Kontrollen und Virusmaterial gleiches 


Abb. 8. Jungchloroplasten aus dem Sekundarblattgewebe 20 Tage alter. gesunder 
Tabakpflanzen. Das Stroma ist von einer geringen Anzahl Stromalamellen durch- 
zogen: die Parallelitat benachbarter Lamellen ist auffallig (pr. 21.500X), 32.200%. 


AusmaB zeigen. Die in den elektronenmikroskopischen Bildern hin und 
wieder sichtbar werdende Vakuolisation der Chloroplasten war lichtmikro- 
skopisch nicht erfaBbar und ist nach Steinmann und Sjéstrand 
(1955) vermutlich praparationsbedingt. Sie wurde an gleichbehandelien 
Kontrollen ebenfalls festgestellt und nimmt mit dem Alter der Gewebe zu. 
Eine Deutung der Plastidenschaden im Sinne einer Virusvermehrung in 
oder in unmittelbarer Beziehung zu den Chloroplasten erscheint nicht be- 
griindet. Die Annahme einer indirekten Schadigung der Chloroplasten im 
Zuge der Virusinfektion findet in einer gesteigerten Fixationslabilitat ihre 
Unterstiitzung. 

4. Die nicht oder nur wenig geschadigten Chloroplasten virusinfizierter 
Zellen des Sekundarblattgewebes keimlingsinfizierter Tabakpflanzen eni- 
sprechen in ihrer Struktur durchaus den Chloroplasten gesunder Tabak- 
pflanzen (Cohen und Bowler 1953) und anderer Angiospermen (Abb. 6), 
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5. Die in gesunden Sekundarblatiern 20 Tage alter Samsuntabakpflanzen 
gefundenen Friihstadien der Chloroplastenentwicklung (Abb. 8) zeigen teil- 
weise noch améboid-formverinderliche Jungchloroplasten mit nur geringer 
Lamellenzahl im Stroma und einsetzender Sekundiargranabildung. Die 
bevorzugte Aufspaltung der Lamellen im prospektiven Granabereich ist 
deutlich sichtbar. Das Dickenwachstum der Sekundirgrana durch identische 
Reduplikation der Lamellen ist auch auf Grund der Befunde von Le y on 
und von Wettstein (1954), Miihlethaler (1955), Hodge und 
Mitarb. (1955) und Strugger und Perner (1956) anzunehmen. Die 
jiingsten, in Sekundarblattern keimlingsinfizierter Tabakpflanzen (36 Tage 
alt, 22 Tage p.i. mit TMV G2, Samsuntabak) gefundenen Chloroplasten- 
stadien zeichneten sich ebenfalls durch die geringe GréBe und niedrige Zahi 
der Stromalamellen aus; die Sekundargranabildung war aber bereits in 
allen Fallen, wenn auch in unterschiedlichem Mae. eingetreten. 


Diskussion 


Die Annahme einer Virusvermehrung in den Chloroplasten ist nur durch 
den methodisch einwandfrei gefiihrten Nachweis des Virus in den Chloro- 
plasten zu sichern. In welcher Form das Virus dabei auftritt. ist fiir die 
Frage nach dem Modus, nicht aber fiir die Frage nach der Lokalisation der 
Virusvermehrung von Bedeutung. Dieser Nachweis ist bisher in keiner 
Weise erbracht. Entscheidend fiir die Beurteilung der Befunde Le yons 
(Literatur siehe Einleitung) sind seine Ergebnisse an Chloroplastenfrak- 
tionen aus gesunden Geweben, denen gereinigte Viruslésung zugesetzt 
wurde: Im Elektronenmikroskop ergaben sich Bilder von virusumlagerten 
Chloroplasienfragmenten, die denen der Chloroplasten aus virushaltigen 
Geweben vollig entsprachen. Die sekundire Anlagerung des Virus ist da- 
mit erwiesen, und die Diskussion seiner Befunde eriibrigt sich. Aus der 
raumlichen Koexistenz von Virus und Chloroplasten im Ultradiinnschnitt 
(Black und Mitarb. 1950) auf einen unmittelbaren Zusammenhang zu 
schlieBen, ist naheliegend, aber nicht ausreichend begriindet. Die iibrigen 
Arbeiten zeigen keine unmittelbare Beziehung des Virus zu den Chloro- 
plasten (Brandes 1956 und Matsui 1956) oder nur nach ihrer restlosen 
Zerstorung (Bald 1948, Skotland und Mitarb. 1955). Auf Grund dieser 
Befunde und der eigenen Untersuchungen werden die unbestritten in 
vielen Fallen der TMV-Infektion auftretenden Chloroplastenschiden als 
unspezifische Sekundarerscheinungen der virusinfizierten Zellen gedeutet 
(Resitihr 1942, Esau 1944 und 1948). Die Abhangigkeit der Mosaikaus- 
pragung vom Virusstamm und Infektionstermin und von der Jahreszeit 
(Licht, Temperatur und Ernahrung) wird erneut unterstrichen. Literatur 
siehe Kéhler und Klinkowski (1954). 


Fiir den sekundaren Charakter der Chloroplastenschiden im Keimlings- 
bereich spricht das spate Auftreten von Symptomen erhebliche Zeit nach der 
Viruseinschlu@kérperbildung: die Nichtnotwendigkeit der Chloroplasten 
zur Virusvermehrung wird durch die ungestérte Virusproduktion in den 
chloroplastenfreien Geweben der Wurzel und der Bliite bewiesen. 
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B. Untersuchung des Cytoplasmas 


Bei den bisherigen cytomorphologischen Untersuchungen virusinfizierter 
Pflanzenzellen hat das Cytoplasma nur wenig Beachtung gefunden. Beob- 
achtet wurden die auffialligen, auch lichtmikroskopisch sichtbaren Veran- 
derungen, die die Konfiguration, Form und Bewegung des Cytoplasmas be- 
treffen. Mit der Virusinfektion der Zelle ist eine bemerkenswerte Erhéhung 
der Strémungsgeschwindigkeit, besonders in der Friihphase der Infektion, 
zu beobachten (Sheffield 1931, Zech 1952) und gleichzeitig eine weit- 
gehende Aufteilung des Vakuolenraumes durch Cytoplasmastriinge (Va- 
kuolisierung des Cytoplasmas) (Dufrenoy 1930, Zech 1954). In den 
Spiatinfektionsstadien ist eine eigenartig starre Plasmakonfiguration in den 
Zellen typisch (Zech 1954), die Brandes (1956) auf Grund elektronen- 
mikroskopischer Aufnahmen mit einem gesteigerten Vorkommen von liings- 
aggregiertem Virus in den Plasmastrangen in Zusammenhang bringt. Wei- 
tere Cytoplasmauntersuchungen stehen im Zusammenhang mit dem Vor- 
kommen und der Bildung von ViruseinschluBkérpern. Livingston und 
Duggar (1934) und Martin und McKinney (1938) bestimmten die 
Infektiositat von Vakuolensaft und Cytoplasma virusinfizierter Haare und 
stellten ein fast ausschlieBliches Vorkommen des Virus im Cytoplasma fest. 
Die Bildung von TMV-EinschluBkérpern im Cytoplasma ist von She f- 
field (1931 und 1934), Kassanis und Sheffield (1941) und Zech 
(1952 und 1954) beobachtet und beschrieben worden. 

In den bisher erschienenen elektronenmikroskopischen Arbeiten iiber 
virusinfizierte Gewebe wird das Cytoplasma kaum beriicksichtigt. Es wurde 
ausschlieBlich an bereits ausdifferenziertem, symptomatischem Material ge- 
arbeitet. in dem das Cytoplasma nur noch spiarlich als Cytoplasmawand- 
belag in Erscheinung tritt. Das Aussehen und die Verteilung des Virus in 
der Zelle finden hauptsachlich Beachtung, weniger daneben die lichtmikro- 
skopisch sichtbaren Zellorganellen (Black und Mitarb. 1950. Smith 
1953. Skotland und Mitarb. 1955. Brandes 1955 und 1956, Nixon 
1956 b, Goldin und Fedotina 1956, Matsui 1956). Dagegen ist von 
biochemischer Seite schon seit Jahren die Bedeutung vergleichender Cyto- 
plasmauntersuchungen gesunder und virusinfizierter Gewebe, besonders zur 
Klarung der Frage der Virusvermehrung in der Zelle, erkannt und heraus- 
gestellt worden (Bonner in Zechmeister 1950, Wildman und 
Jagendorf 1952. und Caspersson und Thorsson 1952). Wenn- 
gleich sich die Zusammenhange zwischen Cytoplasma und Virusvermehrung 
bei Pflanzen im Laufe neuerer Untersuchungen iiber die Nukleinsaiuren 
(Basler und Commener 1956, und Gierer und Schramm 1956) 
als komplexer erwiesen haben, als zuerst angenommen wurde, bleibi die 
Bedeutung des Cytoplasmas bestehen (Frey-Wyssling 1955, S. 44). 


Lichtmikroskopische Untersuchung des Cytoplasmas 


Lichtmikroskopische Cytoplasmauntersuchungen TMV-infizierter Pflan- 
zenzellen wurden von vornherein nur in begrenztem Umfang durchgefiihrt, 
da bereits zahlreiche Beobachtungen vorliegen und von den elektronen- 
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mikroskopischen Untersuchungen weitgehendere Aufschliisse zu erwarten 
waren. Die lichtmikroskopischen Beobachtungen beschranken sich daher auf 
eine Erfassung der Friihphase der Virusbildung in der Zelle und stehen 
mit der Entwicklung der ViruseinschluRkérper in unmittelbarem Zusam- 
menhang. Den unten folgenden Ergebnissen liegen entwicklungsgeschicht- 
liche Untersuchungen an Prismen und Schleifen in Keim-, Folge- und 
Bliitenblattern zugrunde. Gearbeitet wurde an Samsuntabak mit dem 
Griinstamm TMV Vulgare und den Gelbstimmen G2 und G7. Eine Wie- 
derholung methodischer Einzelheiten an dieser Stelle erscheint unnétig 
(siehe Untersuchung der Chloroplasten). 

Von den hexagonalen Prismen ist bekannt (Literatur sicehe Bawden 
1950), dai sie entweder unmittelbar im Cytoplasma oder iiber ein X-Kérper- 
Stadium entstehen. Beide Bildungsweisen konnten in Vitaluntersuchungen 
bestiitigt werden (vgl. Zech 1954). Die Entstehung der X-K6rper selbst im 
Cytoplasma ist fiir das TMV von Sheffield (1931), fiir das Kakteen- 
virus von Amelunxen (1955) beobachtet. Uber die Entwicklung der 
Schleifen aus cytoplasmatischen Ballungen ist bereits ausfiihrlich berichtet 
worden (Wehrmeyer 1959). Fiir die Fadenbiindel liegen nur spiarliche 
Angaben iiber die Entwicklungsgeschichte vor. Immerhin konnten K as- 
sanis und Sheffield (1941) alle Ubergangsstadien zwischen Ein- 
schluBkérpern, die nur amorphes Material enthielten, und solchen, die fast 
vollstandig in nadelige Fibrillen iibergegangen waren, erfassen. Eine Ent- 
wicklung aus intraplasmatischen, amorphen Kérpern ist daher auch fiir die 
Fadenbiindel anzunehmen, sofern sie nicht durch Umlagerung aus anderen 
Viruseinschlufkérpern entstehen. 


Unter besonderer Beriicksichtigung des Cytoplasmas lassen sich die 
oS 5 d } 
lichtmikroskopischen Untersuchungen daher zusammenfassen: 


1. Vor Einsetzen der ViruseinschluBkérperbildung sind in den Zellen der 
Keim- und friihen Folgebliatter eine erhéhte Plasmastrémung und eine ge- 
steigerte Aufteilung des Vakuolenraumes durch Cytoplasmastrange als Aus- 
druck der im Cytoplasma vor sich gehenden Veranderungen nach Virus- 
infektion festzustellen (Dufrenoy 1930. Zech 1952 und 1954). 

2. In den angegebenen Geweben kommen alle TMV-Einschlufkoérper 
ausnahmslos im Cytoplasma vor. Die Vakuolen und alle Zellorganellen 
sind frei von lichtmikroskopisch sichtbaren Virusaggregaten. (Livingston 
und Duggar 1934, und Martin und Mc Kinney 1938.) Allein Woods 
und Eck (1948) geben Kerneinschliisse fiir cinen speziellen TMV-Stamm 
an. 

3. Die gesamte Entwicklung der untersuchten ViruseinschluBkérper fin- 
det unmittelbar im Cytoplasma oder in X-K6rpern statt und soweit ersicht- 
lich nur dort. Fiiz die Prismen und Fadenbiindel liegen gleiche Beobachtun- 
gen aus alteren Laubbliattern bereits vor (Sheffield 1931 und 1934, und 
Kassanis und Sheffield 1941). 

4. Die Entwicklung der ViruseinschluBkérper (Prismen und Sdchleifen) 
ist meist mit einem Schwund des Cytoplasmas bzw. der X-K6érper ver- 
bunden. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchung des Cytoplasmas 
Material und Methode 


Die Cytoplasmauntersuchungen wurden an Sekundirblattern 20 und 
30 Tage alter, gesunder Kontrollpflanzen des Samsuntabaks durchgefiihrt. 
Blattmaterial 40 Tage alter Pflanzen dagegen erwies sich infolge der Plasma- 
armut der Zellen als ungeeignet. An virusinfizierten Pflanzen (TMV G 2. 
Samsuntabak) wurden untersucht: 

36 Tage alt, 22 Tage p.i.. gesat 7. 2. fixiert 15. 3. 1957 

41 Tage alt, 26 Tage p.i.. gesat 21. 2. 1957, fixiert 3. 4. 1957 

40 Tage alt, 30 Tage p.i.. gesat 24. 4. fixiert 3. 6. 1957 

Da die Pflanzen im Friihjahr rascher wachsen als im Winter, sind die 
Unterschiede zwischen den drei Serien ausgepragter als die Altersangabe 
vermuten laBt. In allen Fallen wurden die Sekundarblatter untersucht. Die 
beiden ersten Fixationsserien waren fiir die Cytoplasmauntersuchung ent- 
scheidend. Angaben zur Methode sind im Abschnitt iiber die elektronen- 
mikroskopische Untersuchung der Chloroplasten zu ersehen, 

Wie fiir die Lichtmikroskopie besteht in der elektronenmikroskopischen 
Cytologie die Schwierigkeit in der Lokalisation der virusinfizierten Zelle 
in einem inhomogen virusinfizierten Gewebe. Diese Lokalisation kann nur 
durch den eindeutigen Nachweis der Viren in der Zelle mit Hilfe des Elek- 
tronenmikroskops erfolgen. Daher ist die Kenntnis aller Formen des TMV 
von grundlegender Bedeutung und eine Voraussetzung fiir alle weiteren 
cytologischen Untersuchungen. Die sublichtmikroskopischen Formen des 


TMV in der Wirtszelle — soweit erfakbar — werden daher im folgenden 
zuerst dargestellt. Fiir die sich daran anschlieRende vergleichende Cyto- 
plasmaanalyse gesunder und virusinfizierter Pflanzenzellen ist zu erwiah- 
nen, da® durchaus nicht in jeder Zelle der untersuchten Sekundarblatter 
virusinfizierter Pflanzen das Virus nachweisbar ist. In den Fallen, in denen 
der Virusnachweis in der betreffenden Zelle elektronenmikroskopisch nicht 
moéglich war, wird daher nur von virusinfizierten Geweben gesprochen. 


Vorkommen und Aspekt der sublicitmikroskopischen Formen des TMV in 
der Wirtszelle 

Alle sublichtmikroskopischen Formen des TMV. soweit sie im Elek- 
tronenmikroskop mit den angegebenen Untersuchungsmethoden sichtbar ge- 
macht werden konnien, treten urspriinglich im Cytoplasma auf und sind 
vom Cytoplasma umgeben oder durch eine Grenzschicht gegen den Zell- 
saftraum abgetrennt (Abb. 9). 

Auch fiir alle lichtmikroskopisch sichtbaren Prismen und friihen Schlei- 
fenformen ist ein cytoplasmatischer Belag von wechselnder Dicke elektro- 
nenmikroskopisch nachweisbar. Vermutlich wird erst durch die Zerstérung 
dieser Begrenzung infolge der Praparation der Gesamtraum der Zelle 
mit Partikeln und Aggregaten des TMV erfiillt (Brandes 1955 
und 1956. Goldin und Fedotina 1956, Nixon 1956b). Eine 
sekundire Verlagerung des Virus ist bei der vorliegenden Praparation und 
Untersuchungsmethode nur bei unzulanglicher Fixation und bei der Her- 
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stellung der Ultradiinnschnitte unter Umstinden méglich. Das gemeinsame 
Auftreten von Virus und Cytoplasma in dichten, raumlich ineinander- 
greifenden Verbinden spricht fiir einen urspriinglichen und ungestérten 
Erhaltungszustand (Abb. 10 und 12). 

Das Aussehen des sublichtmikroskopischen Virus in den Wirtszellen ist 
unterschiedlich: die urspriingliche TMV-Partikellinge von ungefahr 300 mu 
und langsaggregierte Fibrillen kommen vor. Die langsaggregierten fibril- 
laren Formen wurden am hiufigsten angetroffen, und zwar sowohl in den 
Sekundirblittern (Abb. 12 und 13) als auch in den Bliitengeweben (Abb. 11). 


Abb. 9. TMV-Partikeln mit geringem Ordnungsgrad aus dem Bliitengewebe. Eine 
distinkte Grenzschicht trennt die Viren vom virusfreien Vakuolenraum (pr. 8800), 
17.600. 


Die Fibrillen liegen inselartig im Cytoplasma eingebettet in wirren Knaue- 
len oder auch mit starker einsetzender Parallelorientierung zu Biindeln und 
Strangen: selbst benachbarte Virusbezirke kénnen im Fibrillenverlauf 
unterschiedlich orientiert sein. Durch langsseitige Parallellagerung fibril- 
laren Virusmaterials wird teilweise ein erstaunlich hoher Ordnungsgrad 
erreicht, wie er sonst nur in den hexagonalen Prismen vorkommt. In Ab- 
bildung 14 b ist die charakteristische Partikeldicke des TMV von 15—20 mu 
deutlich erkennbar. 

Neben den fibrillaren Formen tritt das TMV in Partikeln mit unter- 
schiedlichem Ordnungsgrad auf. In Abbildung 10 sind die Partikeln von 
300 mu Linge durch langsseitige Parallellagerung zu Blécken vereint. Der 
Schritt von diesem Stadium bis zur Ausbildung einfacher Schichtstrukturen 
ist elektronenmikroskopisch belegbar. Daf daneben auch weniger geordnete 
Partikelansammlungen méglich sind, zeigt Abbildung 9 aus dem Bliiten- 
gewebe. Die Entstehung der Partikeln durch Zerfall fibrillar aggregierten 
Virus ist grundsatzlich moglich. scheint aber in Abbildung 10 nicht vorzu- 
liegen: Das liickenlose raumliche Ineinandergreifen von Cytoplasma und 
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Abb. 10. TMV in der Partikellinge von ungefahr 300m zu Blécken lingsseitig 
vereint im Cytoplasmaverband (pr. 8800X), 17.600X. 


Abb. 11. Zwei Schleifen im Lingsschnitt (Bildmitte und links unten) in ihrer cyto- 
plasmatischen Umgebung aus dem Bliitenblatt. Lokales Auftreten von parallelisier- 
ten Virusfibrillen (pr. 8800X), 14.960X. 
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Virusblécken unterstiitzt die Annahme einer Strukturerhaltung in urspriing- 
licher Form und einer primar gegebenen Partikellainge von 300 my in der 
Zelle. Diese Partikellange ist auch fiir die lichtmikroskopisch sichtbaren 


-——___—_4 


Abb. 12 und 13. Gemeinsames Auftreten von fibrillarem Virus und Cytoplasma in 
dichten, réumlich ineinandergreifenden Verbainden im Sekundiarblatigewebe des 
Tabaks. Abb. 12 (pr. 8800X), 17.600; Abb. 13 (pr. 15.000), 30.000X. 
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hexagonalen Prismen bei urspriinglicher Strukiurerhaltung elektronen- 
mikroskopisch erwiesen (Wehrmeyer 1957), 


Vergleichende Cytoplasmaanalyse gesunder und virusinfizierter Pflanzen- 
zellen 

Die elektronenmikroskopische Strukturanalyse des Cytoplasmas pflanz- 

licher Zellen hat erst in jiingster Zeit eingesetzt. Unsere derzeitigen Kennt- 

nisse sind daher noch so wenig umfangreich und gefestigt, da® allein schon 

aus diesem Grunde weitere Bemiihungen auf diesem Gebiet notwendig und 


Abb. 14a und b. Zwei Formen fibrilliren Virusmaterials von hohem Ordnungsgrad 
aus einer Zelle. Der charakteristische Partikeldurchmesser des TMV von 15—20 mu 
ist in b deutlich erkennbar. a (pr. 8800X), 22.000X. b (pr. 8800X), 26.400X. 


wiinschenswert erscheinen. Die vorliegenden Untersuchungen wurden auf 
die Fragestellung prazisiert: Sind die bereits bekannten und_beschrie- 
benen cytoplasmatischen Strukturen, namlich die Cytonemata (Str u g- 
ger 1956c und 1957) und die Golgikérper (Perner 1957 und 1958), auch 
charakteristische Strukturen des gesunden Cytoplasmas nichtinfizierten 
Tabaks? Inwieweit liegen diese Strukturen auch im Cytoplasma TMV- 
infizierter Zellen des Tabaks vor? 

Die von Strugger (1956c¢ und 1957) mit Hilfe der Uranylacetat- 
Kontrastrierung (Strugger 1956b) im Cytoplasma der Pflanzen ent- 
deckten schraubigen Strukturelemente (Cytonemata) konnten bei gleicher 
Untersuchungsmethode in den Sekundarblattern 20 und 30 Tage alter, ge- 
sunder Tabakpflanzen, also oberirdisch und in nicht-merisitematischen Ge- 
weben, regelmaBig nachgewiesen werden. Sie stimmen in ihren Dimen- 
sionen mit den von Strugge r (1957) an Wurzelspitzen von Allium ge- 
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wonnenen Ergebnissen nahezu vollig iiberein (Fadendurchmesser 15 mu, 
Schraubendurchmesser 46 mu, Ganghéhe 32 my). 

Diese sublichtmikroskopischen Strukturelemente des Cytoplasmas ge- 
sunder Tabakpflanzen konnten auch in virusinfizierten Geweben nach- 
gewiesen werden: Sekundarblatigewebe 36 Tage alter Tabakpflanzen. 
22 Tage nach der Inokulation mit TMV G2: die MeBwerte stimmen mit den 
Befunden fiir Cytonemata aus den gesunden Kontrollpflanzen in etwa 
iiberein (Fadendurchmesser 16 mu, Schraubendurchmesser 40 mu, Ganghéhe 
30 mu). 

Die von Perner (1957) elektronenmikroskopisch naher analysierten 
Strukturen des Cytoplasmas in den Wurzeln von Angiospermen, die dem 
Golgiapparat der tierischen Zelle cytomorphologisch entsprechen und als 
Golgiapparat der héheren Pflanzen bezeichnet und publiziert wurden 
(vel. Hodge und Mitarb. 1956 .endoplasmatisches Reticulum“ und 
Strugger 1957 ..Fadenbiischel*), konnten nun auch in oberirdischen Or- 
ganen héherer Pflanzen, namlich den Sekundarblittern des Samsuntabaks, 
nachgewiesen werden. Der Nachweis gelang in den Sekundarblattern 20 
und 30 Tage alter, gesunder Pflanzen. Véllig gleiche Strukturen wurden 
auch in den virusinfizierten Zellen der Sekundarblatter keimlingsinfizierten 
Samsuntabaks aufgefunden, und zwar in 36 Tage alten Pflanzen, 22 Tage 
nach der Inokulation mit TMV G2. In den Sekundarblattern 40 und 
41 Tage alter Pflanzen gelang der Nachweis dagegen bisher nicht oder nicht 
cindeutig. Es wurden keine Unterschiede zwischen den Golgikérpern aus 
gesunden und virusinfizierten Geweben festgestellt. Als Mittelwerite aus 
10 Messungen an Golgikérpern gesunder und virusinfizierter Gewebe 
wurden erhalten: Linge 0.72 u. Breite 0,15 u, Schichtdicke 0,02 u, Zahl der 
Schichten 4—8, haufig 6. Mit Ausnahme der Linge, die mit 0,72 unter der 
von Perner (1957) angegebenen GréRe von etwa 1 uw liegt, entsprechen die 
Dimensionen der Golgikérper vom Tabak denen anderer Angiospermen. 

Die Wahrscheinlichkeit. in ausreichendem Mae cytoplasmatische Struk- 
turen anzutreffen, wird mit zunehmendem Alter und Differenzierungsgrad 
der Gewebe immer geringer: der Virusnachweis aber gelingt andererseits 
in den Zellen mit zunehmendem Infektionsalter der Gewebe immer haufi- 
ger. Hier stehen einer weitgehenden vergleichenden Strukturanalyse grund- 
siitzliche Schwierigkeiten entgegen. und die Falle, in denen Virus und Cyto- 
plasma in gréBerem Umfange nebeneinander angetroffen werden, sind nur 
durch geeignete Wahl des Untersuchungszeitpunktes der Gewebe zu 
mehren. 

Diskussion 

Viren iiberhaupt erst einmal in ihren Wirtszellen elektronenmikrosko- 
pisch nachgewiesen zu haben, ist das Verdienst von Black und Mitarb. 
(1950), Smith (1953) und Brandes (1955). Aussagen iiber die Verieilung 
des Virus in den Wirtszellen sind kaum oder nur sehr vorsichtig erfolgi, da 
mit einer Auflésung des Einbettungsmittels der Ultradiinnschnitte vor der 
Schrigbedampfung eine Verlagerung der Viren méglicherweise verbunden 
ist. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen meist iiber das ganze 
Zellumen hin verstreute Viruspartikeln (Brandes 1955 und 1956, Gol- 
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din und Fedotina 1956, Nixon 1956b). Auf Grund der neuen Methode 
zum Virusnachweis in den Zellen mit Hilfe der Uranylacetat-Kontra- 
stierung (Strugger 1956b) stellen die vorliegenden elektronenmikro- 
skopischen Befunde iiber die Virusgegenwart im Cytoplasma einen wesent- 
lichen Beitrag zum Lokalisationsproblem. Sie stehen in vélliger Uberein- 
stimmung mit den aus Infektiositaétsbestimmungen ermittelten Ergebnissen 
iiber die Virusverteilung in Zellsaft und Cytoplasma von Livingston 
und Duggar (1934) und Martin und McKinney (1938). 

Die von Brandes (1956) gestellte Frage nach der urspriinglichen Form 
des TMV in der Wirtszelle kann dahin beantwortet werden, da sowohl 
Stébchen von 300 my als auch Fibrillen von erheblich gréferer Lange ur- 
spriinglich in der Zelle angetroffen werden. Diese nur elektronenmikro- 
skopisch eindeutig erfafbaren Stabchen und Fibrillen bilden durch langs- 
seitige Parallellagerung Aggregationsprodukte und erscheinen schlieBlich 
als hochgeordnete. nun auch lichtmikroskopisch sichtbare Formen — im 
Falle der Stabchen als hexagonale Prismen, im Falle der Fibrillen als 
Schleifen und Fadenbiindel — in der infizierten Zelle. 


Zusammenfassung 


1. Die Chloroplasten in TMV-infizierten Zellen des friihen Folgeblatt- 
bereichs werden licht- und elektronenmikroskopisch im Vergleich mit ge- 
sunden Kontrollpflanzen untersucht. Es gibt keinen eindeutigen Hinweis 
fiir eine Virusproduktion in oder in unmittelbarer Beziehung zu den Chlo- 
roplasten; vielmehr sprechen alle Untersuchungsergebnisse fiir eine von den 
Chloroplasten unabhangige Virusproduktion, die allerdings die Chloro- 
plasten sekundiar beeintrachtigen kann. 

2. Das Cytoplasma in virusinfizierten Zellen des friihen Folgeblatt- 
bereichs wird licht- und elektronenmikroskopisch im Vergleich mit gesunden 
Kontrollpflanzen untersucht. Alle sublichtmikroskopischen Formen des 
TMV, soweit sie im Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden konn- 
ten, treten im Cytoplasma auf. Die charakteristische Partikellange von 
300 mu ist sowohl in den hexagonalen Prismen als auch in sublichtmikro- 
skopischer Form primiir in der Zelle gegeben. 
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Nadhtrag 


Wiahrend der Drucklegung erschien die Arbeit von 

Matsui, C., 1958: Pathological cytology of tobacco leaf infected with tobacco 
mosaic virus IIL. J. Biophys. a. Biochem. Cytology 4, 831, 

in der die Ergebnisse der vorliegenden Veréffentliciung bestatigt werden. 
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I. Einleitung 


Die verschiedenen Theorien iiber Permeabilitat der Zelle (Overton, 
Ruhland, Collander, Barlund u. a.) setzen voraus, daf der Dif- 
fusionswiderstand fiir die verschiedenen Stoffe hauptsachlich in den Haut- 
schichten lokalisiert sei. Dieser Auffassung stimmen nicht alle Forscher zu. 
Als erster hat es Lepeschkin als unwahrscheinlich betrachtet. daB die 
Hautschichten griindlich verschieden in ihren osmotischen Eigenschafien 
vom Binnenplasma sind. Nach der heute geltenden Lipoidfiltertheorie hangt 
das Permeiervermégen der meisten lebensunschadlichen Subsianzen von 
ihrer Lipoidléslichkeit ab, wihrend kleinmolekulare Stoffe schneller perme- 
ieren, als man es nach ihren Léslichkeitseigenschaften erwarten wiirde. H 6 f- 
ler meint, da® das Plasma der vakuolisierten Pflanzenzelle durch und durch 
aus einer zusammenhangenden Phase mit lipoiden Lésungseigenschaften be- 
steht, die von der Aufenflache bis an die Innenflache des Plasmaschlauches 
reicht; dann wiirden nicht nur die Plasmahautschichten als lipoides Lésungs- 
mittel wirken, sondern auch das Binnenplasma. Permeierende Stoffe lésen 
sich von aufen und benutzen den Lipoidweg bis an die Vakuole, und dort 
treten sie nach MaBgabe ihres Verteilungskoeffizienten in den waBrigen Zell- 
saft hiniiber. Fluoreszenzfarbungen mit Rhodamin B, einem unschidlichen 
hasischen Farbstoff, der von pH 2 bis 11 als elektroneutrales undisoziieries 
Farbbasenmolekiil vorliegt. zeigen in Zellen mit .leeren* Zellsaften Viial- 
farbung des Protoplasmas (H 6 fle r 1953, Strugger 1938, 1949). Die Far- 
bung beruht auf der Léslichkeit der Farbbasen im Cyitoplasma. Diese Fiir- 
bung veranschaulicht, daB das Plasma aus einer zusammenhiangenden Phase 
mit lipoiden Lésungseigenschaften besteht (H6fler 1955). 

Bekanntlich bietet der Tonoplast oft fiir hydrophile Sioffe den Haupi- 
widerstand. Alkalisalze dringen leichter durch das Plasmalemma und Bin- 
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nenplasma und schwer, in geringerer Menge, durch den Tonoplasten bis in 
den Zellsaft. Die Intrabilitat des Protoplasten fiir die Salze ist groéBer als 
seine Permeabilitiat. 

Schon friih und unabhangig vom Problem der Permeabilitat ist die Frage 
nach stofflichen Unterschieden der Plasmahautschichten gestellt worden. Der 
lonoplast wurde eingehend untersucht. Chambers und Héfler (1931) 
haben gezeigt, daf{ der Tonoplast eine leicht bewegliche, kohiasive, mit Was- 
ser nicht mischbare Fliissigkeit vorwiegend lipoiden Charakters ist; er zeigt 
eine starke Oberflachenspannung, aber keine elastischen Eigenschaften. Die 
mikrochirurgischen Untersuchungen von Plowe (1931) haben gezeigt. wie 
groB die Elastizitat des Plasmalemmas gegeniiber der des Mesoplasmas ist. 
Tonoplast und Plasmalemma sind substantiell verschieden. Seif riz (1936) 
und Frey-Wyssling (1938, 1948) schlieBen, daB am Aufbau des Plasma- 
lemmas Proteinmolekiile einen sehr wesentlichen Anieil haben. Nach F re y - 
W yssling ist es wahrscheinlich, daB das EiweiBgeriist des Cytoplasmas in 
den auBeren Grenzgebieten dichter gebaut ist und nach innen ganz allmah- 
lich in ein viel lockereres Gewebe iibergeht. Es wird angenommen, daft am 
Aufbau des Plasmalemmas Protein- und Lipoidmolekiile beteiligt seien 
(Danielli 1952, Cholnoky 1952, Héfler u. a.). 

Die Ausbildung des Plasmalemmas bei Zellen verschiedener Kategorien, 
zuerst solcher der an Wasser grenzenden Zellen gegeniiber denen von Land- 
pflanzen, wurde Gegenstand von Untersuchungen Héflers (1951). Er 
priifte weiter die Ausbildung des Plasmalemmas und seiner Schuizfunktion 
vom Standpunkt der vergleichenden Protoplasmatik bei verschiedenen Zell- 
typen, wie Epidermis- und Parenchymzellen von Landpflanzen, einzelligen 
und fadenférmigen SiiBwasseralgen. Die Schutzfunktion des Plasmalemmas 
hangt mit dem Resistenzproblem des Protoplasten zusammen. Die Resistenz 
der Zellen gegen schadigende Wirkung verschiedener Substanzen hangt von 
der starkeren Ausbildung des Plasmalemmas ab, soweit es sich nicht um ver- 
schiedene Empfindlichkeit der Cytoplasmen gegen einen ins Binnenplasma 
eintretenden Stoff handelt. Nach Bie bl] (1947 bis 1952) unterscheidet man 
umweltsbedingte .6kologische* Resistenz und nicht umweltbezogene ..kon- 
stitutionelle“ Resistenz. Die Intrabilitat des Protoplasten, d. h. die Durch- 
lassigkeit des Plasmalemmas kann niedrig oder hoch sein, je nach der Dichte 
des Plasmalemmas: damit hangt wohl die GroBe der konstitutionellen Resi- 
stenz zusammen. 

Die Meeresalgen stellen nun ein sehr interessantes Material fiir ver- 
gleichende protoplasmatische Untersuchungen dar, weil Vertreter verschie- 
dener Pflanzenstamme unter ahnlichen dkologischen Bedingungen nebenein- 
ander leben. Die Protoplasten der Phaeophyceen, Chlorophyceen und Rhodo- 
phyceen zeigen, wie bekannt. viele Unterschiede (in Viskositat, Permeabili- 
tat usw.). 


Die vorliegenden Untersuchungen beziehen sich auf die Ausbildung des 
Plasmalemmas einiger Meeresalgen. Es ist interessant, an solchen zu unter- 
suchen. ob es konstitutionelle Unterschiede des Plasmalemmas gibt. Wir 
haben mit der einfachen Methode von Héf ler, der Plasmolyse mit Natri- 
umkarbonat. gearbeitet. 
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Natriumkarbonat gehodrt zu den wasserléslichen Stoffen, die bei der 
Permeation ihren Hauptwiderstand im Tonoplasten finden. Na,CO,-Lé- 
sungen haben stark alkalische Reaktion und téten meist das Plasma bis an 
die Vakuolenwand hin. Die Wirkung der Na,CO,-Lésungen an verschie- 
denen Pflanzenzellen hangt nach Héfler (1951) von der Schutzfunktion 
der auBeren Plasmagrenzschicht ab, von der ihre Resistenz bestimmt wird. 
Hoéfler unterscheidet folgende Fille: 

1. Zellen mit schwach ausgebildetem Plasmalemma werden unmittelbar 
getotet oder es tritt in ihnen primare Tonoplastenplasmolyse ein. 

2. Zellen mit maBig stark ausgebildetem Plasmalemma, das den Zutritt 
der Na,CO,-Molekiile verweigert, werden zuerst normal plasmolysiert, 
bald nachher stirbt das Plasma ganz oder bis auf die Vakuolenhiute ab. 
In diesem Fall wird im Plasma oft Kappenplasmolyse auftreten, infolge 
quellender Wirkung des Salzes, und es folgt ein sekundires Tonoplasten- 
stadium. 

3. Zellen mit sehr starkem Plasmalemma sind so geschiitzt und zeigen 
so geringe Soda-Intrabilitat, da sie tagelang primare Plasmolyse ertragen. 

Wie die hypotonischen Na,CO,-Lésungen gewirkt haben, ersehen wir aus 
der Méglichkeit, nachtraglich Plasmolyse durch hypertonische Trauben- 
zuckerlésung herbeizufiihren. Natriumkarbonat wirkt auf das Plasmalemma 
wie Kaliumoxalat, durch welches Weber die Bedeutung des Ca fiir den 
Aufbau der auferen Grenzschicht bewiesen hat. Nach der Resistenz der Des- 
midiaceen gegen Na,CO, lat sich annehmen, daB kein Kalzium zum Auf- 
bau ihres derben Plasmalemmas gebraucht wird (Héfler 1951). 

Wir haben parallel die Wirkung von Natriumkarbonat- und Kalium- 
oxalatlésungen auf unser Material gepriift. Wo Na,CO, zu schwach wirkte, 
haben wir Kalilauge benutzt. Cholnoky (1952) hat eine ungleiche pro- 
toplasmatische Wirkung fiir KOH auf verschiedene Blumenblattzellen 
festgestellt. Es werden 0,01 mol bzw. 0,1 mol KOH zur plasmolysierenden 
n-KNO,-Lésung zugesetzt. Nach Cholnoky werden Hautschichten, in 
welchen die lipoiden Phasen dominieren, durch Verseifung schneller, da- 
gegen diejenigen, in welchen Eiweiffsphasen die gréfte Rolle spielen, lang- 
samer durch KOH zerstért. Wegen des hohen osmotischen Wertes der 
Meeresalgen haben wir Lésungen bis zu 2 mol KNO, mit KOH-Zusatz ver- 
wendet. 

Das Material wurde jeden Tag an den Kiisten von Thermaikos (Golf 
von Thessaloniki) gesammelt und frisch verwendet. Hauptsiachlich sind 
voluminése Algen untersucht worden. Fadenalgen und flachig ausgebildete 
Algen in gréBerer Zahl bleiben noch zu untersuchen. 

Die Lésungen wurden mit Merck-Chemikalien pro Analyse“ in bidesti- 
liertem Wasser hergestellt. Die Herstellung von Na,CO,-Lésungen in 
Meereswasser ist nicht méglich, da Fallung eintritt. Es handelt sich um 
prinzipiell methodische Schwierigkeiten, die nicht zu vermeiden sind, schon 
wegen der ungleichen Resistenz verschiedener Zellen gegen Lésungen, die 
nicht die normale Salzkombination des Meereswassers enthalien (mangeln- 
des Ionengleichgewicht). Wenn wir anderseits Soda- und Traubenzucker- 
lésungen in destilliertem Wasser benutzen, wie wir es tun miissen, dann 
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sind die durch Salzmangel bedingten Schadigungen des Plasmas in den 
beiderlei Lésungen bei kurzfristigen Versuchen die gleichen. Wenn dem- 
nach die Sodalésung schneller tétet, so laBt sich schlieBen, daB das Plasma- 
lemma der betreffenden Zellen die gréRere Empfindlichkeit fiir Na,CO, be- 
dingt. 


II. Versuche 
1. Phacophyceae 


Vergleichende protoplasmatische Untersuchungen an Phaeophyceen sind 
von Héfler (1932), Chalaupka (1939), Bieb1 (1938) durchgefiihrt 
worden. Der Protoplast von Arten der Tiefzone zeigt sich nach Bi eb | fiir die 

Salze des Meereswassers nicht permeabel, wahrend 
solche der Gezeitenzonen in Seewasserkonzentra- 
tionen, die ein wenig iiber den osmotischen Wert 
hinausgehen, permeabel sind, nicht aber in héheren 
Konzentrationen (Bieb] 1938, Binning 1934). H6- 
here Braunalgen, Fucales und Laminariales, sind 
mit Plasmolysemethoden nicht untersucht worden. 

Zellen aus folgenden Gewebsalgen wurden ge- 
prift: Cystosira abrotanifolia, C. barbata, C. eri- 
coides, Sargassum linifolium und Padina pavonia. 
An den Cystosiren wurden Schnitte der Lange nach 
vom unteren Teil des Hauptstammes pripariert, 
ahnlich bei Sargassum. Von der Padina wurden 


Querschnitte des blattfé6rmigen Thallus verarbeitet. 


Zuerst wurde das Verhalten der Zellen bei einer 
Abb. 1. Sargassum Wirkung hypertonischer Traubenzuckerlésung ge- 
linifolium, Zelle von  pyiift. Eine 2 mol-Lésung ruft in allen Fiillen 
der inneren Schicht Krampfplasmolyse hervor, die innerhalb von 5 bis 
des Hauptstammes 140 Minuten zur Konkavform iibergeht und spiiter 
2 mol Traubenzucker- = eee 
an ok Fae nach 1 Stunde werden die Protoplasten ab- 
handlung mit 0,05 mol gerundet. An allen Zellen tritt Plasmasystrophe 
Na,CO;. Tonoplasten- ¢in. Sie mufi nicht Folge der Wirkung des Plas- 
plasmolyse,Protoplast molytikums sein, denn sie tritt auch schon in 
abgestorben (x Va-  reinem Seewasser ein, sie kann entweder an 
kuole). mechanische Reizung gebunden sein oder sie 
stellt eine Lichtsystrophe dar, wie sie auch fiir 
andere Meerespflanzen festgesiellt worden ist (Diannelidis 1951). 
Das Plasmalemma der Zellen aller untersuchten Arten von Phaeophy- 
ceen zeigt sich empfindlich gegen hypotonische Na,CO,-Lésungen (Konzen- 
trationen von 0,5 mol, 0.25 und 0.05 mol), wihrend es in hypertonischen 
Lésungen (Konzentrationen von 1 mol, 1,5 mol und 2 mol) widerstands- 
fahiger ist. Im ersten Fall wird das Plasmalemma innerhalb von 35 bis 
10 Minuten getétei, bei folgender Plasmolyse mit Traubenzucker tritt ‘Tono- 
plastenbildung ein. Im Fall stirkerer Konzentrationen bleibt es noch iiber 
drei Stunden lebend (Abb. 1). 
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Gegen hypertonische Kaliumoxalatlésung (2 mol) erweist sich das 
Plasmalemma, verglichen mit 2 mol Natriumkarbonat, widerstandsfahiger. 
wodurch bewiesen wird, daf nicht das Fehlen der Seesalze im Plasmolyti- 
kum die Todesursache ist. 

Loésung aus 1 Teil 1 mol KOH und 9 Teilen 2 mol KNO, schadigt das 
Plasmalemma innerhalb von 13 bis 20 Minuten. Bei Cystosira ericoides ver- 
mindert sich diese Zeit auf 1 bis 3 Min. 


Als Beispiel seien die Versuche mit Cystosiren naher beschrieben. 


Cystosira barbata (Good et Wood) Ag. 


An den Kiisten bei Mikron Embolon und Peraia (20 km von Thessalo- 
niki) aus einer Tiefe von 1 bis 1.5m gesammelt. Versuche von Juni. Juli 
und September 1956. Tangentialschnitte durch den unteren Teil des Cau- 
loids. Die Zellen zeigen Plasmasystrophe vor der Wirkung irgendwelchen 
Mediums, sie tritt nach dem Einsammeln am Standort noch im Seewasser 
ein, wahrscheinlich infolge der Einwirkung des Lichies. Die Zellen ent- 
halten mehrere Vakuolen. 

Hypertonische Traubenzuckerloésung (2 mol). Zuerst tritt 
krampfartige Plasmolyse ein, die schnell zur konkaven iibergeht. Nach 
10 Minuten sind die meisten Protoplasten abgerundet. 

Sodalésung. Hypertonische Lésung von 2 mol liefert sofort kugel- 
konvex Plasmolyse. In manchen Zellen sind die Hechischen Faden gut sicht- 
bar. Bis 10 Stunden nach dem Einlegen ins Plasmolytikum bleibt die Plas- 
molyse erhalten, spater wird das Plasmalemma durchlassig. so daft der 
Protoplast stirbt. Noch nach 8 Stunden sieht man in den Zellen Hechtsche 
Faden. 


Ubertragen wir lebende plasmolysierte Zellen von der Konzeniration 
2 mol allmihlich in schwichere Konzentrationen von Na,CO,. so erfolgi 
eine langsame Riickdehnung des Protoplasten. 


9 


In einer 1,5 mol-Lésung bleibt das Plasmalemma 8 Stunden lang resisient. 
Vom Moment an, wo es geschadigt wird, sterben Binnenplasma und Tono- 
plast. Das Binnenplasma zeigt keine Verquellung. 

In einer 1 mol-Lésung widersteht das Plasmalemma dem Eintritt des 
Plasmolytikums etwa 20 Stunden lang. 

Gegen schwiichere Konzentrationen von 0.23 mol und 0.05 mol iibt das 
Plasmalemma seine Schutzfunktion 3 bis 10 Minuten lang aus, dann triit 
Nekrose ein, die bis zum Absterben des Tonoplasten fortschreitet. 

Folgendes Protokoll berichtet iiber den zeitlichen Versuchsverlauf. 

9. Juli, Zimmertemperatur 29.5° C. 

9 Uhr Sammeln von frischem Material. 

14 Uhr Einlegen der Schnitte in 2 mol Na,CO,-Lésung. 

17,52 Uhr Alle Zellen normal konvex plasmolysiert. Trinkwasser, das durch das 
Deckglas eindringt. bewirkt volle Deplasmolyse des Protoplasten, 

19.15 Uhr Alle Zellen von anderen Praparaten befinden sich in konvexer Plasmolyse. 
Durch Trinkwasser erfolgt Deplasmolyse. 
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22,15 Uhr Schnitt in einer 1 mol Na,CO,-Lésung seit 14 Uhr. In allen Zellen kon- 
vexformige Plasmolyse. Ein Teil der Zellen ist deplasmolysierbar, ihr 
Zellsaft ist farblos. Ein anderer Teil der Zellen ist tot ohne irgendwelche 
Farbanderung des Zellsaftes. In einem dritten Teil der Zellen ist der 
Zellsaft braungelb gefarbt, wahrscheinlich wegen Eintritt von Natrium- 
karbonatmolekiilen. Diese Zellen sind nicht deplasmolysierbar. 

10. Juli. 

10 Uhr Die Zellen eines Schnittes, der seit 20 Stunden in 1 mol-Natriumkarbonat- 
lésung liegt, zeigen konvexe Plasmolyse. In der Mehrzahl der Zellen ist 
der Zellsaft braungelb gefarbt. Solche Zellen sind nicht deplasmolysier- 
bar, wahrend 10% von denen, deren Zellsaft ungefirbt geblieben ist. 
durch Trinkwasser langsam deplasmolysiert werden. In solchen Zellen 
treten nach Zerstérung des Plasmalemmas mehrere Vakuolen auf, deren 
Tonoplast zerplatzt. 


Hy pertonische Kaliumoxalatlésung. Der Protoplast be- 
nimmt sich ahnlich wie in hypertonischen Na,CO,-Lésungen. Das Plasma- 
lemma resistiert iiber 10 Stunden. Es zeigt sich resistenter in 2 mol-Kalium- 
oxalatlésung als in 2 mol-Natriumkarbonatlésung (Abb. 2). 

Gemischte Lésung aust Teili mol KOH und 9 Teilen 
2 mol KNO.,. Sofort nach dem Einlegen der Schnitte in die Lésung tritt 
primaire Tonoplastenplasmolyse ein, und in dicken Teilen der Schnitte 
werden die Zellen erst kugelkonvex plasmolysiert. bald aber, nach 3 Mi- 
nuten, wird das Plasmalemma zerstért und sofort erscheinen mehrere kuge- 
lige Vakuolen. Das Platzen des Plasmalemmas geschieht in den meisten 
Zellen nach 15 Minuten. Man darf annehmen, dafi die Lebensdauer des 
Plasmalemmas durchschnittlich 15 bis 20 Minuten betragt. Bei primarer 
Tonoplastenplasmolyse ist eine primare Schidigung des Plasmalemmas 
anzunehmen. 

Cystosira abrotanifolia Ag. 

Von den Kiisten Mikron Embolon aus 1 bis 1.5m Tiefe. Zeit der Unter- 
suchungen Mai— Juni. Tangentialschnitte durch den unteren Teil des Haupt- 
stammes. 

Hypertonische Traubenzuckerloésung (2 mol). Am Anfang 
tritt Krampfplasmolyse auf, die nach 5 bis 10 Minuten zur Konkavform 
iibergeht. Nach 1 Stunde werden die Protoplasten konvex abgerundet. In 
allen Zellen Plasmasystrophe. 


Sodalésung (2 mol) ruft sofort kugelkonvexe Plasmolyse der Proto- 
plasten hervor. Hechis Faden sichtbar. Nach 3 Stunden wird das Plasma- 
lemma geschadigt. Plasmasystrophe. Bei Ubertragung in stufenweise schwia- 
chere Konzentrationen von Na,CO,-Lésungen werden die Zellen deplas- 
molysiert. 


In 1 mol-Sodalésung dasselbe Verhalien wie in 2 mol-Lésung, Die Scha- 
digung des Plasmalemmas tritt erst nach 9 Stunden ein. 

In 0.23 mol- und 0,05 mol-Sodalésung erfolgt Nekrose des Plasmalemmas 
10 Minuten nach Einlegen der Schnitte in die Lésung. Ersetzt man diese 
durch hypertonische Traubenzuckerlésung. so wird Tonoplastenplasmolyse 
bewirkt. Nach 15 Minuten wird auch der Tonoplast zerstért. 
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Cystosira ericoides Ag. 


Vom Ort Peraia bei Thessaloniki. Aus 1 m 
September 1956. Schnitte des Hauptstammes. 


Tiefe. Zeit der Versuche 


Hypertonische Traubenzuckerlésung. Die  anfangs 
krampfartige Plasmolyse geht zur Konkav- und nach 135 Minuten zur 
Konvexform iiber. 

Sodalésung (2 mol). Erst tritt normale konvexe Plasmolyse ein 
(Abb. 3). Nach 10 Stunden persistiert noch das Plasmalemma. Bei Eintritt 
der Natriumkarbonatmolekiile 
in die Vakuole fiarbt sich der 
Zellsaft gelblich. 

Gemischte Lésung aus 
1 Teil t mol KOH und 
9 Teilen 2 mol KNQ,. Das 
Plasmalemma iiberdauert 15 
bis 20 Minuten lang. Der Ver- 
lauf der Erscheinungen stimmt 
mit denen bei Cystosira bar- 
bata iiberein. Hier sieht man 
klar, wie 1 bis 3 Minuten 
nach Schadigung des Plas- 
malemmas die Vakuolen er- 
scheinen und dann bald die 
Tonoplasten zerplatzen. 








Hypotonische Kalium- 
oxalatlésung. Zuerst er- 
scheint normale Konvexplas- 


Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Cystosira barbata, normale Plas- 


molyse der Protoplasten. Das 
Plasmalemma bleibt mehr als 
6 Stunden intakt und schont 
den Protoplasten. 


molyse in 2 mol Kaliumoxalat, 1 Stunde nach 
dem Einlegen ins Plasmolytikum. 

Abb. 3. Cystosira ericoides. Zelle in 2 mol 

Na,CO; normal plasmolysiert. 


2, Rhodophyceae 


Hofler war der erste, der die auffalligen plasmatischen Eigenmerk- 
8 I 8 

male der Rhodophyceen beobachtete. Der eigenartige Protoplast der Rot- 

algen hat besonderes Interesse vom Standpunkt der vergleichenden Proio- 

lasmatik. Viele Untersuchungen beschaftigen sich mit den Rhodophyceen 
g p 


(Biebl 
1956 etc.). 
Der ungewohnliche Formverlauf, das Fehlen der Rundung, die schlechte 
Plasmolyseresistenz, die starke Adhiasion an die Zellwande sind kennzeich- 
nend fiir den Rotalgen-Protoplasten: groB ist auch die allgemeine Empfind- 
lichkeit. Bei den meisten Arten kommt der plasmolysierte Protoplast nie- 
mals zur Abrundung. Plasmastrange und Vorspriinge. die an der Zellwand 
zuriickbleiben, werden nicht eingezogen (H6fler 1930, R. Weber 1933). 


1937, 1938, 1939, 1952, Biinning 1934, Hoéfler 1930, 1951, 
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Das Haftvermigen des Protoplasten (Weber 1932) wird nicht von den 
auf die Rundung zielenden Oberflachenkraften iiberwunden. Die schlechte 
Plasmolyseresistenz und das starke Haftvermégen sind von besonderem 
Interesse fiir das Studium der Ausbildung des Plasmalemmas. Aus diesem 
starken Haftvermégen darf man nicht auf eine hohe Viskositat des Plasmas 
schliefen. HO fler (1936) hat durch Zentrifugierungsversuche gezeigt, daft 
bei Griffithsia opuntioides, einer Zellsorie mit starkem Haftvermégen, trotz- 
dem die Viskositat des inneren Plasmas gering sein kann. 

Nach den bisherigen Angaben und den Resultaten unserer Untersuchun- 
gen kénnen wir folgende drei Kategorien von Zellen bei Rhodophyceen 
unterscheiden: 

1. Zellen, deren Protoplast an der Zellwand sehr fest haftet. Im hyper- 
tonischen Medium 1aRt sich keine auBere Plasmolyse erzielen, aber der 
Tonoplast verkleinert sich. Diese Koniraktion des Tonoplasten geschieht 
nicht, weil das Plasma verquillt (wie bei der Tonoplastenplasmolyse nach 
Strugger 1949), sondern weil das Haften des Plasmas an die Zellwand 
so fest ist, daf es eher reifft als sich lostrennt. Friiher oder spiter folgt 
das Absterben des Tonoplasien. Solche Fille sind von Héfler und von 
Bieb1l (1938) an Heterosiphonia coccinea und H. plumosa beschrieben. 
Hierher gehért auch die Polysiphonia-Gruppe. 

2. Zellen, deren Protoplast nicht gleich fest an allen Teilen der Zellwand 
haftet, so daB im hypertonischen Medium Krampf- oder Konkavplasmolyse 
auftritt. Der Protoplast lést sich meist nur von kleinen Teilen der Zellwand. 
Spater stirbt er ab. Manchmal werden vor dem Absterben Tonoplasten ge- 
bildet. Die meisten der Rhodophyceen gehéren zu dieser Kategorie. 

3. In wenigen Fallen haftet der Protoplast so schwach an der Zellwand 
fest, da er sich mit hypertonischen Mitteln vollstandig von der Wand 
ablést. Solche Falle werden bei Héfler (1931, S. 647) aufgezahlt. 

Gerade wegen des eigenartigen plasmolytischen Verhaltens des Proto- 
plasten der Rhodophyceen ist hier die Untersuchung der Hautschichten 
schwer. Die Methode der hypertonischen Natriumkarbonatlésungen setzt 
eine schwache Schiidigung des Protoplasten bei Plasmolyse voraus. Deswegen 
ist die Methode nur in Zellen der zweiten und dritten Kategorie anwendbar. 
Aus diesem Grund wurde immer vorher das Verhalten der Zellen der unter- 
suchten Arten gegen hypertonische Traubenzuckerlésung untersucht. Der 
Traubenzucker wurde allerdings in destilliertem Wasser und nicht in See- 
wasser gelést angewandt. 

Untersucht worden sind die Arten Ceramium diaphanum, Spyridia fila- 
mentosa, Gracilaria dura, Gr. compressa, Gr. confervoides, Rhytiphlaea, sp.. 
Hypnaea musciformis, Acanthophora Delilei, Gigartina Teedii und Calli- 
thamnion sp. — Keine dieser Arten gehért zu der oben erwahnien dritten 
Kategorie. In der ersten Kategorie ordnen sich Gigartina Teedii, Gracilaria 
confervoides und Callithamnion sp. Die iibrigen gehéren der zweiten Kate- 
gorie an. 

Die Algen wurden aus einer Tiefe von 1,5 bis 2m geholt. Nur die Gra- 
cilaria-Arten stammen aus einer Tiefe von 20 bis 30 cm. 


Hypertonische Traubenzuckerlésung (1 mol, 1.5 mol und 
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2 mol). Die Experimente beziehen sich auf fadenférmige Arten und auf 


Zellen von Tangentialschnitien des Hauptstammes oder der Zweige der 
Gewebsalgen. 

Die Zellen, deren Protoplast sehr fest an der Zellwand haftet (Graci- 
laria confervoides, Gigartina, Callithamnion), sterben rasch ab. Die iibrigen 
untersuchten Arien, die der zweiten Kategorie angehéren, bleiben lang am 
Leben, z. B. Ceramium diaphanum ist deplasmolysierbar nach zwei- 
stiindiger Einwirkung des Traubenzuckers, Spyridia filamentosa nach 
50 Minuten, Gracilaria dura nach 16 Stunden, Gr. compressa nach 
10 Stunden, Rhytiphlaea nach 45 Minuten und Acanthophora Delilei nach 
13 Stunden. 

Natriumkarbonatlésung (2 mol, 1 mol, 0,5 mol, 0,25 mol). Das 
Plasmalemma des Protoplasten aller Zellen der untersuchten Rhodophyceen 
ist auferordentlich empfindlich gegen hyper -und hypotonische Lésungen. 
Wir erwahnen als Beispiel nur den Fall der Fadenalge Ceramium dia- 
phanum und der Gewebsalge Gracilaria compressa. 

Die Faden von Ceramium diaphanum wurden in Flaschchen mit 1 mol 
Sodalésung gebracht und alsbald zur mikroskopischen Untersuchung ent- 
nommen. Das Plasmalemma der Protoplasten der grofen Iniernodialzellen 
wird von der Lésung iiberrannt. Seiner Zerstérung folgt der Tod des Binnen- 
plasmas. Nur wenige Zellen zeigen schwache Tonoplastenplasmolyse. Lassen 
wir eine 2 mol-Traubenzuckerlésung nach Vorbehandlung der Zellen mit der 
Na.CO,-Lésung 3 Minuten lang wirken, so erzielen wir allgemein typische 
‘Tonoplastenplasmolyse. Dabei zerfallt in manchen Zellen die Vakuole in 
zwei Teile. Schwachere Konzentrationen von 0,5 mol und 0,05 mol téten das 
Plasmalemma innerhalb 3 Minuten. Nach 15 bis 20 Minuten ist auch der 
Tonoplast getétet. 

Die Zellen der Schnitie der Gewebsalge Gracilaria compressa (Abb. 4) 
verhalten sich ganz ahnlich. Hypertonische Sodalésungen von 1 mol und 
2 mol rufen Nekrose der meisten Zellen hervor, so da keine Plasmolyse 
eintritt. Hypotonische Lésungen (0,05 mol, 0,25 mol und 0,5 mol) téten das 
Plasmalemma binnen 5 bis 10 Minuten und innerhalb 10 bis 20 Minuten 
wird auch der Tonoplast zerstért. Nachher ist die Anderung der Farbe der 
abgesiorbenen Plastiden deutlich. 

Fadenalgen und Gewebsalgen verhalten sich ahnlich gegen Sodalésungen. 
ihr Plasmalemma zeigt dieselbe Resistenz gegen hyper- und hypotonische 
Lésungen. 


3. Chlorophyceae 


Vergleichende protoplasmatische Untersuchungen an marinen Chloro- 
phyceen sind von Héfler (1932, 1934), Bieb] (1952) u. a. durchgefiihrt 
worden. Der Protoplast von Cladophora und Chaetomorpha wird durch 
eine grofe Viskositat, schwache Adhiasion zu den Zellwanden und grofte 
Durdchlissigkeit fiir Salze des Seewassers charakterisiert. Es fehlen nicht 
Ausnahmen dieses Verhaltens. das Plasmolyseverhalten von Cladophora 
stellt ein eigenes Kapitel dar. 

Die vorliegenden Untersuchungen erfassen drei Cladophora-Arien 
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(C. pellucida, C. repens, und C. arcta) und die Arten Enteromorpha linza 
und Ulva lactuca. Im Vorversuch wurden die Zellen mit hypertonischer 
Traubenzuckerlésung (2 mol) behandelt. 


Cladophora-Arten 


Durch hypertonische Traubenzuckerlésung erhalt man die bekannten 
Plasmolysebilder, wie sie von Héfler (1932 a) beschrieben worden sind. 








Abb, 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Gracilaria compressa, Zellen nach Vorbehandlung mit 0.5 mol Na,CO, 
zeigen in 2 mol Traubenzucker ..Tonoplastenplasmolyse*. Protoplast abgestorben. 
Abb. 5. Cladophora pellucida. Normale Plasmolyse in 1 mol Na,CQ,. 


Zuerst Ablésung des Protoplasten von den Laingswanden, wihrend sie an 
den Querwandflaichen noch unter Bildung flach konkaver Buchten haften 
bleiben. 

Sodalésung. In hypertonischen Sodalésungen (2 mol. 1 mol) tritt 
sofort Plasmolyse ein. Der Protoplast wird von allen Wandseiten abgelést. 
Nach 30 Minuten bis 1 Stunde wird das Plasmalemma geschadigt, und nach 
langerer Wirkung der Lésung stirbt der ganze Protoplast ab. Dem Tod des 
Plasmalemmas folgt ein voriibergehendes Tonoplastenstadium, Die ein- 
zelnen Arten verhalten sich nicht ganz gleich, sie zeigen wesentliche Unter- 
schiede in der Resistenz ihres Plasmalemmas. Zum Beispiel bei Cladophora 
pellucida (Abb. 5) resistiert in manchen Faden das Plasmalemma 90 Minu- 
ten und sogar in manchen Zellen bis 2 Stunden. 

Hypotonische Lésung von 0,5 mol tétet das Plasmalemma innerhalb von 
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10 bis 15 Minuten, in solcher von 0.23 mol binnen 20 Minuten, und in einer 
Konzentration 0,05 mol nach 30 Minuten. 


Kaliumoxalatlésung: Die Konzentration von 2 mol wirkt ganz 
ihnlich wie hypertonische Natriumkarbonatlésungen, nur erscheint das 
Plasmalemma hier widerstandsfihiger. Dieses Verhalten gewinnt an Inter- 
esse fiir die Frage der Beteiligung des Ca am Aufbau des Plasmalemmas 
(s. weiter unten). 

Gemischte Lésung aus 1 Teil 1 mol KOH und 9 Teilen 2 mol 
KNO,, tétet das Plasmalemma spitestens in 2 bis 3 Minuten. Der Nekrose- 
verlauf ist nicht der gleiche an allen Zellen eines Fadens. 

Faden von Cladophora arcta wurden mit konzentriertem Seewasser 
(auf die Hialfte des Volumens eingeengt) 
plasmolysiert. Der Protoplast bleibt lang 
plasmolysiert, nach zwei Tagen geht die 
Plasmolyse ganz zuriick. Solche deplasmo- 
lysierte Zellen reagieren in 2 mol Trauben- 
zucker wieder mit neuer Plasmolyse. 


Enteromorpha und Ulva 


Enteromorpha linza und Ulva lactuca (L.) 
Le Jol. reagieren in ahnlicher Weise. 

Traubenzuckerlésung von 2 mol 
ruft konkave Plasmolyse hervor, die binnen 
{0 bis 15 Minuten in den meisten Zellen Abb: & Enderemsetphe Laem 
konvex wird. Einwirkung des Plasmoly- Normale Plasmolvse in 1 mol 
tikums durch lingere Zeit tétet den Proto- Na,CO,. 
plasten. 

Durch hypertonischhe Sodalésungen (2 mol, 1 mol) entsteht kugel- 
konvexe Plasmolyse (Abb. 6), der Protoplast lést sich von allen Zellwanden 
ab. Nach 30 Minuten stirbt das Plasmalemma ab. Fast innerhalb derselben 
Zeit (10 bis 30 Minuten) téten hypotonische Lésungen (0.5 mol, 0,25 mol und 
0.05 mol) das Plasmalemma. Nur fiir wenige Zellen ist eine langere Zeit 
erforderlich (50 bis 60 Minuten). 

Gegen 2 mol Kaliumoxalatlésung bleibt das Plasmalemma re- 
sistent. Noch eine Stunde nach dem Einlegen der Zellen ins Plasmolytikum 
(konkave Plasmolyse) sind sie deplasmolysiert. 

Gemischte Lésung aus 1 Teil 1 mol KOH und 9 Teilen 2 mol 
KNO, gibt konvexe Plasmolyse, aber nach 1 bis 5 Minuten sind die meisten 
Protoplasten tot. Wenige Zellen zeigen nach dieser Zeit Tonoplastenplas- 
molyse. 


III. Riickblick und Besprechung 


Die Ausbildung der Plasmahautschichten des pflanzlichen Protoplasten 
hat grundlegende Bedeutung fiir das Verhalten der Zelle gegen verschiedene 
Stoffe (Intrabilitat. Permeabilitat). Die auBere Plasmagrenzschicht. das 
Plasmalemma, iibt einen Schutz gegen die den Protoplasten schadigenden 
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Sioffe. Hi fler (1951) schreibt: ,.Eine verschieden starke Ausbildung und 
eine Schutzwirkung des Plasmalemmas bei verschiedenen Zelltypen wird in 
ungleicher Inirabilitat, und wenn plasmaschadigende Agentien einwirken, 
in einer unterschiedlichen Resistenz der Zellen Ausdruck finden.“ Nach den 
Untersuchungen Hiflers an Zellen von Anthophyten und SiifRwasser- 
algen ist die Resistenz verschiedener Pflanzenzellen gegen Na,CO,-Lésung 
auRerordentlich verschieden. In den Zellen der Landbliitenpflanzen erscheint 
das Plasmalemma schwach bis mafig stark ausgebildet, bei Sii®wasseralgen 
mafig bis sehr stark. Besonders manche Desmidiaceen sind durch den Be- 
sitz eines besonders dicht abschlieRenden Plasmalemmas ausgezeichnet, 
wihrend bei den begeiffelten Volvocales Eudorina und Chlamydomonas und 
den Peridineen ein geschlossenes Plasmalemma zu fehlen scheint, da sie mit 
hypertonischer Sodalésung sofort getétet werden (H6f ler 1951). 

Es schien vom Standpunkt der vergleichenden Protoplasmatik inter- 
essant zu untersuchen, wie die Meeresalgen sich verhalten, wenn sie mit 
Na,CO,-Lésung behandelt werden. Wie gezeigt wurde, sind die verschie- 
denen Kategorien der Meeresalgen, Braunalgen, Rotalgen usw., durch eigen- 
artige unterschiedliche Eigenschaften gekennzeichnet. 

Arien von Phaeophyceen, Rhodophyceen und Chlorophyceen wurden mit 
hypertonischen und hypotonischen Sodalésungen bekandelt. Vorher wurde 
ihr Verhalten in hypertonischer Traubenzuckerlésung iiberpriift. 

Die Zellen der meisten untersuchten Arien der Phaeophyceen werden 
in hypertonischen Na,CO,-Lésungen normal plasmolysiert, d. h., der Pro- 
toplast lést sich von der Zellwand ab und nach einem Stadium von Krampf- 
plasmolyse rundet er sich ab. Die plasmolysierten Zellen bleiben, je nach 
der Art, verschieden lang am Leben, héchstens aber bis 10 Stunden. Ein 
dichtes Plasmalemma verwehrt anfangs den Zutritt der schadigenden L6- 
sung ins Binnenplasma. Fiir die Arten Cystosira barbata und C. ericoides 
reicht diese Zeit bis 10 Stunden, fiir C. abrotanifolia 3 Stunden und fiir 
Sargassum linifolium 90 Minuten. Die Zellen von Padina pavonia sind sehr 
empfindlich, mit nur 10 Minuten Resistenz. Nachher dringt die Sodalésung 
durch das Plasmalemma ins Binnenplasma ein und die Zellen sterben ab. 

Unierwirft man die Zellen derselben Algen der Wirkung hypotonischer 
Sodalésungen (0,5 mol, 0,25 mol und 0,05 mol), so bekommt man das iiber- 
raschende Ergebnis der Zerstérung des Plasmalemmas innerhalb von 5 bis 
10 Minuten. Der Nekrose folgt ein sekundares Tonoplasitenplasmolyse-Sta- 
dium. Nach 15 Minuten wird auch der Tonoplast zerstért. 

Hoéfler (1932b), Chalaupka (1939), Bieb! (1938) haben durch 
Plasmolyse mit eingeengtem Seewasser gezeigt, daf der Protoplast der 
Braunalgen wenig durchlassig gegen Salze des Seewassers ist. Das Verhal- 
ten des Protoplasten der Phaeophyceen gegen hypertonische Sodalésungen 
laBt die Undurdhlassigkeit fiir Salze am ehesten mit der Ausbildung des 
Plasmalemmas erkliren, d. h., diese Salze finden beim Eindringen den 
Hauptwiderstand an der auReren Plasmagrenzschicht. 

Die Zellen der untersuchten Rhodophyceen sind auferst empfindlich 
gegen Sodalésungen. Durch hypertonische Traubenzuckerlésung lassen sie 
sich plasmolysieren und bleiben lang am Leben (Ceramium diaphanum 
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iiber 2 Stunden, Spyridia filamentosa iiber 50 Minuten, Gracilaria dura iiber 
16 Stunden, Gr. compressa iiber 10 Stunden, Rhytiphlaea mehr als 45 Minu- 
ten und Acanthophora Delilei 13 Stunden). Die Protoplasten lésten sich 
teilweise von der Zellwand ab. Fiir solche Zellen miissen wir eine schwache 
Plasmolyseschadigung annehmen. Die Untersuchungen Héflers (1936) 
an Rhodophyceen haben zu der Annahme gefiihrt, daf die Konstitution der 
aiuReren Plasmaschichten und die Art der Verbindung von Protoplast und 
Zellmembran die hohe Plasmolyseempfindlichkeit der Rotalgenzelle bedingt 
(vgl. auch Biin ning 1934). 

Durch hypertonische Sodalésungen (2 mol, 1,5 mol, 1 mol) tritt sofort 
Tonopiasienplasmolyse ein, die 15 bis 20 Minuten dauert. Die Lésung zer- 
stért sofort das Plasmalemma, es bietet keinen Widerstand mehr, so daf 
das Binnenplasma bis an den Tonoplasten stirbt. Selbst der Tonoplast iiber- 
lebt nicht langer als 5 Minuten. 

Die Wirkung hypotonischer Sodalésungen schadigt das Plasmalemma 
nach 3 bis 5 Minuten. Es folgt Tonoplastenplasmolyse und nach 15 bis 
20 Minuten stirbt auch der Tonoplast. 

Die obigen Beobachtungen iiber die Wirkung der Sodalésung auf den 
Protoplasten der Rotalgen stehen in Ubereinstimmung mit den allgemeinen 
Eigenschaften der Zellen der Rhodophyceen, fiir die eine sehr grofe Emp- 
findlichkeit festgestellt worden ist. Fiir diese Empfindlichkeit wird einerseits 
das Haftvermégen des Plasmas an die Zellwand und anderseits die Kon- 
stitution der auferen Hautschicht verantwortlich sein. Die schadigende 
Sodalésung wirkt sofort tédlich, so da der Schutz eines dichten Plasma- 
lemmas fehlen diirfte. Bie b1 (1937) hat durch Plasmolyse mit konzen- 
triertem Seewasser gezeigt, da der Tonoplast der von ihm untersuchten 
Rhodophyceen widerstandsfahiger ist als ihr Plasmalemma. Viele der hier 
untersuchten Arten zeigen einen Tonoplasten, der resistenter ist als das 
Plasmalemma. Der Tonoplast iiberlebt das Plasmalemma um etliche Zeit. 

Der Protoplast der gepriiften Chlorophyceen ist durch die schwache Ad- 
hasion an der Zellwand gekennzeichnet. Trotzdem das Plasmolyseverhalten 
von Cladophora, Valonia, Chara u. a. ein eigenes Kapitel darstellt (vgl. 
Jost 1929, Héfler 1932, Cholnoky 1931), kénnen wir auf Grund der 
bisherigen Untersuchungen eine grofe Plasmolyseresistenz fiir die Chloro- 
phyceen annehmen. Beim Plasmolyseeintritt scheint die Verletzung des Plas- 
malemmas gering zu sein. 

Die untersuchten Cladophora-Arten in hypertonischen Sodalésungen zei- 
gen kleinere Resistenz im Vergleich zu den plasmolyseresistenten Phaeophy- 
ceen. Das Plasmalemma der untersuchten Cladophora-Protoplasten verwehrt 
den Eintritt der Sodalésung 1 bis 1% Stunden lang. Am Anfang tritt nor- 
male Plasmolyse ein und nach Schiadigung des Plasmalemmas folgt ein kur- 
zes Tonoplastenplasmolysestadium, dann stirbt der ganze Protoplast 
ab. Ulva lactuca und Enteromorpha linza besitzen ein weniger resistentes 
Plasmalemma. Der Protoplast stirbt innerhalb von 20 bis 30 Minuten nach 
Einlegen der Zellen in die Sodalésung. Hypotonische Lésungen wirken 
schidlich auf das Plasmalemma innerhalb von 10 bis 30 Minuten, je nach 
der Art und der Konzentration der Lésung. 

Protoplasma, Bd. LI/2 21 
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Uberpriift man die Resistenzgrenzen des Plasmalemmas an Zellen der 
Phaeophyceen, Rhodophyceen und Chlorophyceen, so stellt man fest, daf 
sie eine Abstufung zeigen. Die Phaeophyceen sind durch den Besitz eines 
besonders starken, dicht abschlieRenden Plasmalemmas ausgezeichnet. Das 
Plasmalemma der Rhodophyceen ist ganz schwach ausgebildet, wahrend das 
der Chlorophyceen eine Mittelstellung zwischen dem der Phaeophyceen und 
Rhodophyceen einnimmt, indem seine Resistenz einen Zwischengrad gegen- 
iiber den Phaeophyceen und Rhodophyceen zeigt. 


Der gréRte Teil des Materials wurde im Sommer und ein Teil derselben 
Arten im Herbst untersucht (Sommertemperaturen etwa 30°C, Herbsttem- 
peraturen etwa 15—16°C). Weber (1932) hat an Helodea beobachtet, daf 
das Plasmalemma durch Kialte bei Plasmolyse besonders stark geschidigt 
wird. Bie b1|s (1938 a) Untersuchungen an Heterosiphonia plumosa zeigten 
eine Steigerung der Lebensfahigkeit des Plasmalemmas in hoher Tempera- 
tur (++ 26°C), die aber Bieb] nicht als Ursache fiir die Deutung der Tono- 
plastenbildung in den Zellen von Heterosiphonia plumosa annimmt; er ver- 
mutet, daff die Viskositatsinderung des Plasmas mit dieser Lebensfahigkeit 
zusammenhangt. 


Die Resistenz des Plasmalemmas gegen Na,CO,-Lésung bei den unter- 
suchten Algen zeigt nun keine Abhiangigkeit von der Temperatur. Wenn wir 
die Verhilinisse bei Gracilaria dura, Gr. compressa und Gr. confervoides 
betrachten, so stellen wir fest, da bei Gr. dura und Gr. compressa unter 
30° C das Plasmalemma durch hypertonische Natriumkarbonatlésung sofort 
geschadigt wird, was bei Gr. confervoides schon bei einer Temperatur von 


17—18° C geschieht. Die Frage bedarf einer naiheren Untersuchung, aber es 
scheint nicht, daf es die auReren Verhialtnisse sind, die die Resistenz des 
Plasmalemmas bestimmen, sondern mafgebend ist hauptsachlich die Kon- 
stitution des Protoplasten. 


Es muff hervorgehoben werden, dafi die Resistenzgrenzen in hypotoni- 
schen Na,CO,-Lésungen niedrig sind. Der Protoplast stirbt in kiirzerer Zeit 
in schwachen Lésungen (0.5 mol, 0,25 mol, 0,05 mol) als in hypertonischen 
Lésungen (2 mol, 1,5 mol, 1 mol). Aus verschiedenen Arbeiten (I]jin 1935, 
Url 1957 und der dort angegebenen Literatur) ist hervorgegangen, daft in 
verschiedenen konzentrationsgestuften Lésungsreihen verschiedener Metall- 
salze und anderer schadigender Stoffe ,, Todeszonen auftreten* (U r1 1957). In 
den niedersten Konzentrationen leben die Zellen, sie sterben im mittleren 
Konzentrationsbereich ab, aber in relativ hohen Konzentrationen bleiben sie 
wieder am Leben. Héfler (1951) stellt in seinen Plasmolyseuntersuchun- 
gen mit Natriumkarbonat an Gewebszellen fest, daf nicht nur hypertonische, 
sondern auch hypotonische Sodalésungen das Plasma bis an die Vakuolen- 
wand téten. 

Die Tatsache der raschen Zerstérung des Plasmalemmas und der schnel- 
len Abtétung der Zellen der untersuchten Meeresalgen durch hypotonische 
Sodalésungen und ihre langere Resistenz in hypertonischen Lésungen ge- 
winnt durch folgende Uberlegung an Interesse. 


Hoéfler (1951) nimmt an, da die Widerstandsfahigkeit gegen einen 
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Stoff zweierlei Ursachen haben kann. Entweder ist das Plasmalemma fiir ihn 
undurchliassig oder der Stoff dringt ins Binnenplasma ein, aber dieses ist 
resistent. In den Fallen, wo niedrige hypotonische Konzentrationen tédlich 
wirken, dringt der Stoff ins Plasma ein und dieses hat keine Resistenz gegen 
den Stoff. Nach einem sehr kurzen Tonoplastenstadium stirbt der Protoplast 
bis zum Tonoplasten ab. Im Gegensatz dazu verwehrt das Plasma in hyper- 
tonischen Konzentrationen eine Zeit lang das Eindringen des Natriumkarbo- 
nates. 

Ist diese Undurchliassigkeit des Plasmalemmas von vornherein gegeben 
oder bildet sie sich erst unter der Wirkung des hypertonischen, plasmolysie- 
renden Stoffes (vgl. Bie bl und Rossi-Pillhofer 1954)? Nach Kaho 
(1933) erzeugen Schwermetalle bei Beriihrung mit dem Plasma auf seiner 
Oberflache eine Schutzschicht als eine ,,irreversibel koagulierte Oberflachen- 
schicht“, welche den Salzen ein weiteres Eindringen ins Binnenplasma ver- 
wehrt. 


Die Tatsache der stirkeren Resistenz des Plasmalemmas in hypertoni- 
schen Konzentrationen fiihrt zur Frage nach der Existenz eines von vorn- 
herein starken, schiitzenden Plasmalemmas, wie es H 6 fler fordert, Oder 
sollte jene mit der Wirkung der starkeren Konzentrationen der Lésungen 
zusammenhiangen? Im letzten Fall ware anzunehmen, dafi die Verstarkung 
des Plasmalemmas nicht im gleichen Ma bei den verschiedenen Algengrup- 
pen auftritt. Am starksten erfolgte sie bei den Phaeophyceen und fast gar 
nicht bei den Rhodophyceen. Das Fehlen eines dicht abschlieRenden Plasma- 
lemmas bei den Rhodophyceen kénnte demnach als Ursache haben sowohl 
die Bildung einer neuen, nur sehr schwachen Grenzschicht durch die Lésung 
wie auch das Zerreiffen eines vorhandenen Plasmalemmas durch die Plas- 
molyse. Wiewohl die Frage nicht so einfach erscheint, ist offenbar, daft fiir 
die Art des Reagierens und das Verhalten der untersuchten Arten jeder 
Gruppe die Konstitution des Plasmas und des Plasmalemmas die Haupt- 
rolle spielt. Dafiir spricht auch das Verhalten ihrer Zellen gegen Kalilauge. 


Zelle von Cystosira barbata und C. ericoides sind in einer Lésung 
von 1 Teil 1 mol KOH und 9 Teilen 2 mol KNO, einigermaffen wider- 
standsfahig. In einer solchen Lésung tritt erst normale Plasmolyse ein, 
dann zerplatzt das Plasmalemma und mehrere Kugelvakuolen treten auf 
(sekundare Tonoplastenplasmolyse). 


Das Plasmalemma von Cladophora, Enteromorpha und Ulva ist empfind- 
licher gegen Kalilauge. Nach Cholnokys Untersuchungen an Blumen- 
blattzellen mit KOH werden durch Verseifung Hautschichten, in welchen 
die lipoiden Phasen dominieren, schneller, und solche, in welchen Eiweif- 
phasen die gréfte Rolle spielen, langsamer zerstért. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen mit KOH an den untersuchten Chlorophyceen wiirden in 
diesem Sinne ein Plasmalemma andeuten, in welchem die lipoiden Phasen 
dominieren, wahrend bei den Phaeophyceen diese Phasen nicht vorherrschen. 


Ein weiteres Zeichen der verschiedenen Konstitution des Plasmalemmas 
bei den untersuchten Arten ist ihr Verhalten gegen Kaliumoxalat. Be- 
handelt man Zellen mit Kaliumoxalat und plasmolysiert sie mit 
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hypertonischen Harnsioff- oder Traubenzuckerlésungen, Glyzerin usw., 
d. h. indifferenten Ca-freien Lésungen, so erzielt man eine primaire 
Tonoplastenplasmolyse (Weber 1932, 1934). Bekanntlich wird die 
letale Wirkung auf das Plasma verursachit durch die mangelnde Restitution 
des Plasmalemmas nach dem Plasmolyseeingriff, wenn durdy das Oxalat 
alles Kalzium der Grenzschicht gebunden worden ist. Untersuchungen von 
Weber (1931, 1933) an Spirogyra und Ranunculus haben gezeigt, daf dort 
das Ca fiir die Restitution des Plasmalemmas ndtig ist. Fehlt es, so wird 
die normale Plasmolysierbarkeit vernichtet. H 6 f ler (1951) erhielt mit Na- 
triumkarbonat ahnliche Tonoplastenplasmolyse wie Weber nach Vorbe- 
handlung mit Kaliumoxalat. Die plasmolysierende Sodalésung schidigt das 
Plasmalemma der pflanzlichen Gewebszellen durch Stérung des Salzgleich- 
gewichtes und Entfernung des Ca, was dann in der Uberschwemmung 
des Binnenplasmas zum Ausdruck kommt und zur Tonoplastenplasmolyse 
fiihrt. 

Parallelversuche mit Na,CO,- und Kaliumoxalatlésungen an dem von uns 
untersuchten Material zeigten keine Stérung der Plasmolysierbarkeit. Dieses 
Verhalten fiihrt zu der Annahme, dafi das Ca wahrscheinlich nicht nétig 
zum Aufbau des Plasmalemmas der untersuchten Phaeophyceen und Chlo- 
rophyceen ist. 

Biebl (1947—1952) unterscheidet in seinen Untersuchungen iiber die 
Resistenz des pflanzlichen Protoplasten umweltbedingte ,,dkologische Resi- 
stenz~ und nicht umweltbezogene ,,konstitutionelle Resistenz“. Als ékologi- 
sche Resistenz bezeichnet Bie b1 die in Anpassung an die Erfordernisse des 
Standortes, etwa gegen Austrocknung, Versalzung oder Aussiifung, gegen 
Kalte oder Hitze, bei allen Besiedlern eines Lebensraumes auftretenden Re- 
sistenzen. Sie sind im wesentlichen erbmafig fiir die einzelnen Arten, also 
konstitutionell, aber. unterliegen gewissen Schwankungen in Abhangigkeit 
von den AuBenbedingungen. Die nicht umweltbezogene konstitutionelle Re- 
sistenz stellt die Resistenz des Protoplasmas gegen Stoffe oder Einfliisse dar, 
die in der Natur nie in solcher Starke vorkommen, daf eine besondere Resi- 
stenz gegen sie fiir das Leben der Pflanze von Bedeutung werden kénnte. 
Diese Resistenz ist von den auferen Einfliissen unabhangig und somit ge- 
eignet fiir die Kennzeichnung verschiedener Plasmasorten. Fiir die Meeres- 
algen unterscheidet Bieb1 drei in ihren Resistenzeigenschaften ahnliche 
dkologische Gruppen: 1. Algen der Gezeitenzone, die bei Ebbe gelegentlich 
vollkommen frei liegen, 2. Algen der Ebbelinie und der Gezeitentiimpel und 
3. standig submerse Tiefenalgen. Die von uns untersuchten Algen gehéren 
zu den standig submersen Tiefenalgen. Fundorte von 1 bis 1.5m Tiefe ent- 
sprechen im dstlichen Mittelmeer mit seinen geringen Gezeitenschwankun- 
gen der standig submersen Zone. Die ékologischen Verhiltnisse sind fiir sie 
ahnlich, so daf die Resistenz gegen KOH und Na,CO, sich nicht auf umwelt- 
bezogene Resistenz beziehen kann. Daf die von uns untersuchten Phaeophy- 
ceen, Rhodophyceen und Chlorophyceen eine Resistenz verschiedenen 
Grades gegen Na,CO, und KOH zeigen, kann nur als Ausdruck unter- 
schiedlicher Konstitution des Plasmas der drei Algengruppen verstanden 
werden. 
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Zusammenfassung 


Die Resistenz verschiedener Zellsorten gegen Sodalisung gibt uns ein 
Maf zur Schitzung der Starke ihres Plasmalemmas. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Ausbildung des Plasmalemmas der Protoplasten von Mee- 
resalgen untersucht. Gleichzeitig wurde durch die Wirkung von KOH, das 
die lipoiden Phasen des Plasmas verseift, der Grad der Teilnahme lipoider 
Phasen am Aufbau des Tonoplasten und des Plasmalemmas untersucht. Wei- 
ter wurde durch Behandlung mit Soda- und Kaliumoxalatliésungen gepriift, 
wieweit das Ca entscheidend an der Bildung des Plasmalemmas beteiligt ist. 

Untersucht wurden Arten von Phaeophyceen, Rhodophyceen und Chlo- 
rophyceen. Der Protoplast der gepriiften Gewebszellen héherer Phaeophy- 
ceen (Cystosiren, Sargassum, Padina) besitzt ein stark ausgebildetes Plas- 
malemma im Gegensatz zu den Rhodophyceen, deren Plasmalemma sehr 
schwach und empfindlich ist. Die Chlorophyceen nehmen mit einem miafig 
starken Plasmalemma eine Mittelstellung zwischen den zwei Gruppen ein. 

Gegen Kalilauge zeigt sich das Plasmalemma der Phaeophyceen relativ 
widerstandsfahig, im Gegensatz zum empfindlichen Plasmalemma der Chlo- 
rophyceen. 

Die Wirkung des Kaliumoxalates wurde an Phaeophyceen und Chloro- 
phyceen, die sich gut plasmolysieren lassen, gepriift. Das Plasmalemma die- 
ser Arten wird durch Kaliumoxalat nicht zerstért, dies deutet vermutlich auf 
keine entscheidende Beteiligung des Ca an ihrem Plasmalemma hin. 

Die festgestellten Unterschiede zwischen Phaeophyceen-, Rhodophyceen- 
und Chlorophyceenprotoplasten, die unter ahnlichen 6kologischen Verhalt- 
nissen leben, sind wohl der Ausdruck konstitutioneller Unterschiede der 
Grenzschichten. Das Plasmalemma zeigt wechselnde Ausbildung mit einer 
abgestuften Schuizfunktion gegeniiber wasserléslichen, das Binnenplasma 
schaidigenden Sioffen. 
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und ihrem Gehalt an léslichen Eiweifen und Zuckern 
im Zusammenhang mit dem Frostresistenzproblem 


Von 


U. Heber 


Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Botanik der Universitat Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. H. Ullrich) 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 28, September 1958) 


Bei der Untersuchung der Ursachen der Frostresistenz ist bisher — wohl 
hauptsachlich aus methodischen Griinden — die strukturelle Komplexizitat 
der Zelle aufer acht gelassen worden. Man hat in aller Regel den Gehalt 
von ganzen Zellverbinden an einzelnen Stoffen oder Stoffgruppen ermittelt 
und Vergleiche zur Frostresistenz angestellt, um daraus ursachliche Be- 
ziehungen ableiten zu kénnen. Insbesondere wurde der Zuckergehalt in 
Beziehung zur Frostresistenz intensiv untersucht, da man anfanglich 
glaubie, daf die Frostresistenz durch Zuckeranhaufung bedingt sei (M iil- 
ler-Thurgau 1882, Akerman 1927, Andersson 1944 u. a.). Im 
Zellsaft angehaufter Zucker sollte iiber die Gefrierpunktserniedrigung die 
Menge des bei einer bestimmten Temperatur ausfrierbaren Wassers redu- 
zieren, wodurch der Zelle der zum Uberleben erforderliche Hydratations- 
grad erhalten bliebe. Spater ging man von der Ansicht, da Zucker am 
Resistenzerwerb ursachlich beteiligt sind, weitgehend ab (Pisek 1953, 
Kessler 1935, Levitt 1956), doch ist das Problem neuerdings wieder 
aufgegriffen worden (Heber 1958). Einzig und allein mit der Plasma- 
viskositat wurde eine strukturelle Komponente in Beziehung zur Frost- 
resistenz untersucht (Kessler 1935, Kessler und Ruhland 1938), 
doch ergaben sich Widerspriiche (Scarth und Levitt 1937, Levitt und 
Siminovitch 1940) und die Verhaltnisse sind keineswegs klar, zumal 
auch bei einer festgestellten Beziehung zwischen Frostresistenz und Plasma- 
viskositat iiber die tieferen Ursachen der Resistenz nichts ausgesagt ist. 


Bei unseren Untersuchungen iiber Frostresistenz haben wir nun beob- 
achtet, da eine bestimmte Fraktion der Plasmaeiweife, die sich durch frak- 
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tioniertes Zentrifugieren isolieren laRt, infolge des Wasserentzuges beim 
Einfrieren der Lésung koaguliert und ausfallt. Durch Zusatz von Zuckern 
oder ganz bestimmten Proteinen lat sich diese Frostfallung verhindern. 
Eine ins einzelnere gehende Durcharbeitung ergab, daf die Schutzstoffe 
— Zucker oder Proteine — nur in direkter Wechselwirkung mit den emp- 
findlichen Eiweifen schiitzend gegen deren Frostdenaturierung wirken kén- 
nen (Ullrich und Heber 1958). Daraus lassen sich fiir das gesamte 
Frostresistenzproblem interessante Folgerungen ableiten: Sofern der Ge- 
frierversuch mit der Eiweiflésung ganz grob dem Einfrieren der Pflanzen- 
zelle vergleichbar ist, so mu auch in der Zelle ein direkter Kontakt von 
Schutzstoff und zu schiitzendem Protein vonnéten sein, damit eine Frost- 
resistenz zustande kommt. Wenn aber ein solcher Kontakt erforderlich ist, 
miissen notwendigerweise die Schutzstoffe im Plasma lokalisiert sein, denn 
im Plasma finden sich die frostempfindlichen Eiweife. Es liegt also nahe 
anzunehmen, daf es nur auf den Schutzstoffgehalt des Plasmas ankommt. 
Im Plasma kénnen aber ganz andere Verhiltnisse herrschen als im Durch- 
schnitt der gesamten Zelle, den bisher jede Analyse wiedergibt: Bei der 
Analyse erfaft man ja alle Inhaltsstoffe einschlieRlich der der Vakuole, 
die wenigstens bei ausdifferenzierten Zellen bedeutend mehr Raum ein- 
nimmt als das Plasma (Butler 1953). Die Inhaltsstoffe der Vakuole 
diirften aber nach dem obigen Versuch, wenn iiberhaupt, nur wenig Einfluf 
auf die Ausbildung der Frosiresistenz haben. Wenn also bei der Frost- 
hartung beispielsweise keine strenge Ubereinstimmung zwischen Gesamt- 
zuckergehalt und Resistenz beobachtet wird, so kann im Plasma eine solche 
Ubereinstimmung doch durchaus vorliegen, sie kann aber durch die Ver- 
haltnisse in der Vakuole verdeckt werden. 


Aus diesen Uberlegungen ergaben sich fiir uns folgende Forderungen: 
Es war nachzupriifen, ob die Verhaltnisse unseres Modellversuches auch auf 
die Pflanze iibertragen werden kénnen. Wir muften also festzustellen ver- 
suchen, ob im Plasma — dort, wo die empfindlichen Eiweife lokalisiert 
sind — tatsachlich Schutzstoffe, insbesondere Zucker, in gréferer Menge 
angehauft sind. Weiter war dann zu priifen, ob der Gehalt des Plasmas an 
diesen. Stoffen in direktem Zusammenhang mit der Frostresistenz steht. 


Methodik 
1. Objekt 


Weizenpflanzen der Sorten Criewener 192 und Hauters’ II wurden bei 
etwa 14°C 14 Tage angezogen und dann im Kiihlraum bei Temperaturen 
um 0°C gehiartet. Tagsiiber erfolgte Beleuchtung mit HNI- und HNG-Lam- 
pen der Firma Osram in 80cm Entfernung von den Pflanzen. Nach der 
Frosthirtung wurden die Pflanzen im Gewachshaus wieder bei etwa 14°C 
enthartet. 


Teilweise kamen auch Weizenpflanzen zur Untersuchung, die auf dem 
Felde gewachsen und somit natiirlichen Resistenzbedingungen ausgesetzt 
waren. Die Untersuchung erfolgte dabei im Friihjahr, als die Frostresistenz 
im Abnehmen begriffen war. 
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2. Mikroskopische Untersuchungen 


In verschiedenen Zeitabstanden wurden GréRenmessungen an den Chlo- 
roplasten durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden vom zweiten oder bei 
alteren Pflanzen vom dritten Blatt zwei bis drei Zentimeter unter der Spitze 
Handschnitte angefertigt. An den Querschnitten wurden bei 1200facher 
VergréRerung mit dem Okularmikrometer je 100 Chloroplasten ausgemes- 
sen, und zwar jeweils zur Halfte aus dem Palisadenparenchym und aus dem 
Schwammparenchym (siehe auch Ullrich 1924). Messungen wurden so- 
wohl am gréften als auch am kleinsten Durchmesser der Chloroplasten 
vorgenommen. Zur direkten vergleichenden Auswertung fanden nach U 1 1- 
rich (1924) nur die gréRten Durchmesser Verwendung. Die kleinen Achsen 
der als Rotationsellipsoid betrachteten Chloroplasten wurden lediglich zur 
Kontrolle und zur naherungsweisen Berechnung der Volumverhiltnisse be- 
nutzt. Die Reproduzierbarkeit der aus 100 Messungen gewonnenen Durch- 
schnittswerte war bei den groffen Achsen recht gut, wahrend bei den klei- 
nen Achsen nicht zu vernachlassigende Abweichungen der Messungen von- 
einander auftraten. Die Ergebnisse der Messungen wurden statistisch ge- 
sichert. Das erwies sich als notwendig, da die Schhwankungen innerhalb der 
Chloroplastengréfen ganz betriachtlichh waren. So schwankten die Durch- 
messer der Chloroplasten im Zustand der héchsten Frostresistenz zwischen 
4,5 (niedrigster Wert) und 7,5 (héchster Wert) Okularmikrometereinheiten, 
im Zustand der Frostempfindlichkeit zwischen 2,3 (niedrigster Wert) und 
6,2 (héchster Wert) Einheiten. Die GréRenwerte der Chloroplasten von 
100 Messungen liefen sich etwa in eine Gauffsche Fehlerkurve einordnen. 
Die Unterschiede zwischen den Messungen bei verschiedenen Resistenz- 
graden beruhten immer auf einer echten Differenz bei 1% Irrtumswahr- 
scheinlichkeit. Die Volumenberechnungen wurden jetzt unter Zugrunde- 
legung der Mittelwerte von groffer und kleiner Achse unter der Annahme 
erhalten, da die Chloroplasten Rotationsellipsoide sind. 


Am selben Pflanzenmaterial, an dem die Messungen erfolgten, wurden 
auch Zucker- und Frostresistenzbestimmungen durchgefiihrt, um die erhal- 
tenen Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen. 


3. Chloroplastenisolierungen 


Chloroplasten wurden auf zweierlei Weise erhalten: 


a) Durch kurzzeitiges Homogenisieren von zerschnittenen Blattern im 
waBrigen, gepufferten Milieu wurden Chloroplasten freigelegt und durch 
fraktioniertes Zentrifugieren isoliert. Als Homogenisationsmedium diente 
05m Mannit (Leuthart und Miiller 1948) in Phosphatpuffer von 
pH 7,4. Der pH-Wert durfte beim Homogenisieren nicht unter 6,8 sinken, 
da dann Denaturierung und Verklumpung eintrat. 


b) Blatter wurden bei —70°C eingefroren und anschlieRend gefrier- 
getrocknet. In einer Modifikation des von Behrens (1938) fiir Zellkerne 
von Leber angegebenen Verfahrens wurden Chloroplasten isoliert, indem 
das getrocknete Material in Petrolather/Tetrachlorkohlenstoff zerschlagen 
und anschlieRend bei unterschiedlichen Dichten des Suspensionsmediums 
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zentrifugiert wurde. Nahere Einzelheiten des Verfahrens sind an anderer 
Stelle mitgeteilt worden (He ber 1957). 


Es soll hier noch die Frage nach der Reinheit der nach Gefriertrocknung 
isolierten Chloroplasten gestellt werden. Als Verunreinigung kommen neben 
Zellkernen wohl hauptsichlich Zellwandfragmente in Frage. Die Zellkerne 
lieRen sich leider nicht vollstandig von den Chloroplasten abtrennen, doch 
diirfte der Gehalt an Kernen nicht iiber 1 bis 2% liegen, wie aus dem 
mikroskopischen Befund hervorging. Bei sorgfaltiger Reinigung waren 
hingegen Zellwandfragmente mikroskopisch nicht mehr festzustellen. Wei- 
teren Aufschlu8 konnte der Gehalt der Chloroplasten an unldslichen 
Zuckern geben, die méglicherweise aus Zellwandverunreinigungen stam- 
men kénnten. Der Gehalt an unléslichen Zuckern schwankte bei einzelnen 
Isolierungen zwischen 3,7 und maximal 8,5% des Chloroplastengewichtes 
(Anthronmethode, Morris 1948). Hydrolyseversuche bei 100°C ergaben, 
da iiber 80% dieser Zucker durch 1% nH,SO, in 35 Minuten freigelegt 
werden. Sie kénnen also nicht aus Zellulosebestandteilen stammen, wie im 
iibrigen auch aus ihrer Zusammensetzung ersichtlich ist: Es wurden neben 
Galaktose und Ribose mehr Arabinose und Xylose als Glukose im Hydro- 
lysat gefunden. SchlieBlich ergab auch die auf andere Weise vorgenommene 
Untersuchung einer Proteinfraktion, die die gefarbten Chloroplastenpro- 
teide einschlieRt, betrachtliche, offenbar am das Eiweif chemisch gebundene 
Zuckeranteile (He ber, im Druck), so daft der gréfte Teil des in den isolier- 
ten Chloroplasten gefundenen unléslichen Zuckers auch in vivo dort lokali- 
siert sein diirfte. Aus alledem geht hervor, da die Verunreinigung der 


Chloroplasten zum mindesten durch Zellwandbestandteile vernachlassigt 
werden kann. 


4. Zucker- und Eiweif&bestimmungen 


An den isolierten Chloroplasten wurden Zucker- und Eiweifbestim- 
mungen durchgefiihrt. Zur Zuckerbestimmung fand die Anthronmethode 
(Morris 1948) Verwendung, und zwar wurden die Chloroplasten vor und 
nach dem Auswaschen mit heiffem Wasser untersucht, um freie und ge- 
bundene Zucker zu erfassen. Der Gehalt der Chloroplasten an einzelnen 
Zuckern wurde quantitativ-chromatographisch bestimmt (Heber 1958 a). 


Von den Eiweifen interessierten vor allem die léslichen Anteile. Sie wur- 
den aus den Chloroplasten mit Wasser ausgewaschen und nach Abzentri- 
fugieren der Chloroplasten mit Trichloressigsdure gefallt. Die resultierende 
Triibung lie? sich ausphotometrieren, worauf mittels eines Standards die 
Eiweifkonzentration errechnet wurde. Der pH-Wert der Chloroplasten 
blieb wahrend der Frosthartung konstant, so da keine Elutionsartefakte 
infolge des pH-Einflusses auf die Wasserléslichkeit der Eiweife zu be- 
fiirchten waren. 


Die ausgewaschenen Chloroplasten erwiesen sich mikroskopisch als in- 
takt, wenn sie auch grob granulare Struktur angenommen hatten. 


Es sei bemerkt, daf fiir diese Untersuchungen nur bis zu 40 mg Chloro- 
plastensubstanz zur Verfiigung standen. 
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Parallel zu diesen Untersuchungen wurden am gleichen Pflanzenmaterial 
Zucker-, Zellwandsubstanz- und Frostresistenzbestimmungen durchgefiihrt 
(zur Methodik vgl. Heber 1958). 


Ergebnisse und deren Diskussion 


Im Verlaufe unserer bisherigen Untersuchungen wurde fesigestelli, daf 
Zucker ein sehr gutes Frostschutzvermégen fiir Plasmaeiweife besitzen. 
Nun wird aber eine sehr wesentliche Rolle der Zucker gerade neuerdings 
von verschiedener Seite (u. a. Pisek 1950, Siminovitch und Briggs 
1954) bestritten, da bei sehr frostresistenten Pflanzen ein relativ niedriger 
Zuckerspiegel beobachtet wurde, wahrend andere Arten mit hohem Zucker- 
spiegel eine niedrigere Resistenz aufweisen. Auch stimmt, wie schon mehr- 
fach erwihnt und auch in den eigenen Untersuchungen bestiatigt wurde, 
der Zuckerspiegel keineswegs immer mit dem Resistenzverlauf iiberein. 
Wenigstens teilweise laRt sich das letztere Phinomen dadurch erkliren, 
daf nicht alle Zucker gleich stark gegen die Frostdenaturierung des emp- 
findlichen Proteins wirken und auch bei hohem Zuckergehalt je nach der 
Zusammensetzung der Zucker eine geringere Wirksamkeit resultieren kann 
als bei niedrigerem Spiegel mit héherem Gehalt an Monosacchariden (H e- 
ber 1958). Diese Erklarung vermag aber vor allen Dingen nicht voll zu be- 
friedigen, wenn die Unterschiede im Zuckergehalt beim Vergleich mit der 
I'rostresistenz zu evident werden und wenn die osmotischen Werte einer Art 
bei gleichzeitigen Schwankungen der Frostresistenz konstant bleiben, wie 
das bei mediterranen Immergriinen der Fall ist (Larcher 1954). Aufer- 
dem verlangt diese Erklarung eine Voraussetzung, die durchaus nicht erfiillt 
sein muff. Sie fordert nimlich — und dies gilt itiberhaupt fiir eine Uber- 
tragung der oben am Modell erarbeiteten Vorstellung einer Frostschutz- 
wirkung der Zucker auf die Zelle —, da die Zucker auf eine direkte Art 
und Weise wirken kénnen, also im Plasma lokalisiert sein miissen. 

Bei den bisherigen Untersuchungen wird aber teils stillschweigend davon 
ausgegangen, teils erwahnt, da die Zucker als Inhaltsstoffe des Zellsaftes 
zu betrachten sind. Levitt (1956) sagt auf Seite 11, daf& dem Zucker eine 


direkte Wirkung auf Eiweiffe abzusprechen sei, da er in der Vakuole lokali- 
siert ware. 


Um iiberhaupt eine Ubertragung der in vitro gewonnenen Erkenninisse 
iiber die Zuckerschutzwirkung auf die Zelle vornehmen zu kénnen, war es 
also notwendig nachzupriifen, ob Zucker zu einem wesentlichen Betrage 
im Plasma lokalisiert sind. Weiter war dann tunlichst zu untersuchen, ob 
und inwieweit eine unterschiedliche Verteilung der Zucker innerhalb der 
Zelle méglich und gegeben ist. Auch bei niedrigem Zuckerspiegel kann ja, 
eine elektive Verteilung der Zucker vorausgesetzt, ein guter Schuizeffekt 
resultieren. 


Die experimentellen Méglichkeiten zur Untersuchung sind sehr be- 
schrankt. Es bestehen drei denkbare Wege, um zu einer Klarung der auf- 
geworfenen Fragen zu gelangen. 


Zum ersten kann es méglich sein, auf histochemischem Wege in situ Aus- 
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sagen wenigstens qualitativer oder halbquantitativer Art iiber eine Ver- 
teilung von Stoffen zu machen. Das ist aber schon bei hochmolekularen 
Stoffen schwierig und erscheint bei den niedermolekularen Zuckern unmig- 
lich, da Diffusionsartefakte gar nicht auszuschliefen sind, auferdem eine 
Reaktion nicht zur Verfiigung steht, die die Zucker gleichzeitig sichtbar 
macht und am jeweiligen Zellort unléslich festlegt. Dieser Weg scheidet 
also aus. 

Zum zweiten ist denkbar, Plasma und Vakuole zu trennen und gesondert 
zu untersuchen. Beim kleinzelligen Gewebe héherer Pflanzen ist das aber 
bis jetzt nicht. méglich. Ein gewisser Ausweg besteht insofern, als es gelingt. 
einzelne Zellorganelle zu isolieren, die mit Sicherheit dem Plasma ange- 
héren. An solchen Zellorganellen, von denen wir auf Grund von Eiweif- 
untersuchungen und manometrischen Messungen annehmen kénnen, daf sie 
besonders frostempfindlich sind, namlich an den Chloroplasten, solliten ent- 
sprechende Uniersuchungen vorgenommen werden, iiber die gleich noch be- 
richtet wird. 

Der dritte Weg ist an sich am einfachsten zu begehen. Er besteht darin, 
auf indirekte Weise Aufschluf zum einen iiber eine Lokalisation und zum 
anderen iiber eine mengenmafige Verteilung von niedermolekularen Stoffen 
zu erhalten. Nach den neueren Erkenntnissen sind ja Tonoplast und Plasma- 
lemma nicht die einzigen semipermeablen Membranen der Pflanzenzelle, 
sondern ebenso werden Chloroplasten (Granick 1938) und wohl auch 
Chondriosomen und Mikrosomen (Taft und Levitt 1957, Farrant, 
Robertson und Wilkins 1953) von einer semipermeablen Hiille be- 
grenzt. Wenn nun im Verlaufe der Frosthartung im Plasma oder an ein- 
zelnen Bereichen des Plasmas niedermolekulare Substanzen — beispiels- 
weise Zucker — angesammelt werden, so ist zu fordern, daf sich das im 
osmotischen Verhalten ausdriickt: Diese Zellorte miissen an Volumen zu- 
nehmen, sofern sie von semipermeablen Membranen umgrenzt sind. Die 
Volumenzunahme muf sich aber messen lassen. Ein Nachteil dieses Ver- 
fahrens ist es natiirlich, daf nicht sicher zu sagen ist, worauf eine gemessene 
Volumenzunahme tatsachlich zuriickgeht, d. h. ob sie eine osmotische Reak- 
tion oder eine echte Vergréferung des untersuchten Zellbereichs darstellt 
oder méglicherweise sogar beides. 

Wie Assimilationsmessungen ergaben, ist das Assimilationssystem der 
Zelle, das in den Chloroplasten lokalisiert ist, besonders frostempfindlich. 
In die gleiche Richtung deutet auch das Verhalien der frostempfindlichen 
Eiweifffraktion, in der alle griin gefarbten und somit in den Chloroplasten 
lokalisierten Proteide enthalten sind. Die Chloroplasten miissen also von 
der Zelle beim Resistenzerwerb besonders geschiitzt werden, und es war an- 
zunehmen, daf an ihnen eventuell stattfindende Veranderungen besonders 
leicht festzustellen sind. Aus diesem Anlafi wie auch aus methodischen 
Griinden wurden vergleichende Gréfenmessungen an Chloroplasten vor- 
genommen. 

Solche Messungen erscheinen jedoch nur dann sinnvoll, wenn die Bedin- 
gungen, unter denen die Pflanzen einer Frosthartung ausgesetzt werden, 
méglichst konstant bleiben und so geartet sind, daf eine Zellvermehrung 
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ausgeschlossen ist, damit nicht etwa sekundire Vorgainge wie Wachstum o. i. 
die Anderungen, die im Verlaufe des Resistenzerwerbes und ursiachlich mit 
diesem verkniipft vor sich gehen, iiberdecken oder mit ihnen interferieren 
kénnen. Es wurde deshalb die Frosthartung in der Kaltekammer bei kon- 
stanter Temperatur unter neunstiindiger Belichtung vorgenommen. Die 
GréRenmessungen an den Chloroplasten 
erfolgten friihmorgens, damit nicht photo- 
synthetisch gebildeter Zucker, der wie- 
der abtransportiert wird, eine osmotische 
GroéRenzunahme vortiauschen konnte. 
Abb. 1 zeigt die Ergebnisse der an den 
Chloroplasten vorgenommenen Messun- 
gen, in Okularmikrometereinheiten gegen 


Chioroplasten- 
durchmesser 


Chioroplasten- 
durchmesser 


JA 
ae \ 
2 | \ Y 
ian 

% 
£5 
| 4 


x 


a " 
Win se ene we se ahineg : ieee --Q 














Abb. 1. Der durchschnittliche gré&te Durchmesser der Chloroplasten bei der Frost- 
hartung und -enthartung. Kaltekammerversuch 1957. 

Ordinate: Chloroplastendurchmesser in Okularmikrometereinheiten. Abszisse: Ver- 
suchszeit in Tagen. — — — Hartungsversuch, Kontrollversuch, x Criewener 192, 
-. Hauters II, A Hartungsbeginn, B Enthartungsbeginn. 

Abb. 2. Der durchschnittliche Durchmesser der Chloroplasten bei der Frosthartung 
und -enthartung. Kaéltekammerversuch 1958. 


Zeichen wie in Abb. 1. 


die Versuchsdauer aufgetragen. Es ist eine deutliche VergréRerung der 
Chloroplastendurchmesser im Verlaufe der Frosthartung festzustellen. Mit 
der Ubertragung der Pflanzen in héhere Temperaturen und der dabei ein- 
setzenden Enthartung nimmt der Chloroplastendurchmesser wieder ab. 
Um diese iiberraschend ausgepragten Befunde an Hand von Kontrollver- 
suchen nachzupriifen, wurde die Sorte Criewener in gleicher Weise zu 
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einem spateren Zeitpunkt in der Kaltekammer gehiartet. Im Verlaufe der 
Frosthartung lief sich wieder eine eindeutige GréRenzunahme der Chloro- 
plasten in der gleichen GroéRenordnung wie beim ersten Versuch beobachten. 
In einem dritten Versuch fand keine derart starke Gréfenzunahme statt, 
doch nimmt auch hier der Chloroplastendurchmesser mit Erhéhung der 
Frostresistenz zu und bei der Enthartung wieder ab (Abb. 2). 

Tab. 1 gibt zu den einzelnen in Abb. 1 angefiihrten MeRwerten unter 
Beriicksichtigung der ebenfalls ausgemessenen kleinen Achsen der Chloro- 
plasten Volumenberechnungen wieder, wobei das Chloroplastenvolumen zu 
Versuchsbeginn, d. h. im frostempfindlichen Zustand, gleich Eins gesetzt 


Tab. 1. Die Volumenzunahme von Chloroplasten wahrend der Frosthartung. 





Hartungsversuch Kontrollversuch 
(Temperatur + 2 bis —2° C) (Temperatur ca. 14° C) 





Hartungsdauer Chloroplasten in rel. Dauer Chloroplasten in rel. 
in Tagen Volumeneinheiten in Tagen Volumeneinheiten 

0 1,0 0 1,0 

10 1,8 14 1,0 

19 2,2 24 1,0 

21 2,9 33 0,7 

Enthartungsdauer 
in Tg. (Temp. 14° C) 

5 2,6 

12 1,6 

17 1,2 


wurde. Im Zustand der gréRten Frostresistenz haben die frostharten Chloro- 
plasten ein etwa dreifaches Volumen gegeniiber dem ungehiarteten Zustand. 

Worauf sind nun diese Gréfenzunahmen der Chloroplasten bei Er- 
héhung der Frostresistenz zuriickzufiihren? Abb. 3 zeigt nebeneinander die 
Erhéhung des Zuckerspiegels der Zelle, der Frostresistenz und des Chloro- 
plastendurchmessers im gleichen Versuchsansatz. Beim Vergleich ergibt sich, 
daf die GréRenzunahme der Chloroplasten sowohl mit der Erhéhung des 
Zuckergehaltes als auch mit der Erhéhung der Frostresistenz parallel geht. 
Aus dem Gleichgewichtsverhalten von Vakuole und Plasma wird klar, daf 
bei einer gleichsinnigen Zuckerzunahme in beiden Teilen der Zelle 
keine oder nur eine unwesentliche Gréfenzunahme der Chloroplasten 
resultieren kann: Das Wasserbindungsvermégen ‘der Zelle insgesamt steigt 
zwar, doch diirfte das kaum zu einer wesentlichen GréRenzunahme der ein- 
zelnen morphologischen Bestandteile der Zelle fiihren, da dem ja der Wand- 
druck entgegenwirkt. Geht aber die Zuckerzunahme von Plasma und Va- 
kuole nicht gleichsinnig vor sich, sondern speichert das Plasma Zucker, so 
wird es mit seinen Bestandteilen — im speziellen Falle den Chloroplasten — 
aus osmotischen Griinden auf Kosten der Vakuole ,,wachsen“. Die beob- 
achtete GréRenzunahme der Chloroplasten kann natiirlich auch auf eine 
Speicherung von Stoffen nur in den Chloroplasten zuriickgehen. Aus der 
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GréRenzunahme dieser Organelle lat sich also nicht eindeutig entscheiden, 
ob eine Speic:erung von Stoffen in den Chloroplasten oder im gesamten 
Plasma vor sich geht. Unsere Beobachtung, daff die Kerne von Weizenzellen 
eine wesentliche Gréfenzunahme beim Erwerb der Frostresistenz im Gegen- 


Mikrometer - 


Einheiten 








40 Tage 
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Abb. 3. Vergleich zwischen dem 
Durchmesser der Chloroplasten 
und dem Zuckergehalt sowie 
der Frostresistenz der Blatter 
im Kaltekammerversuch 1957 
bei der Sorte Criewener 192. 
Linke Ordinate: Frostresistenz 
in °C (diejenige Temperatur, 
bei der 50% der Blatter iiber- 
lebten), Zuckergehalt in % des 
Blatttrockengewichtes; _rechte 
Ordinate: Chloroplastendurch- 
messer in Okularmikrometer- 
einheiten. Abszisse: Versuchs- 
zeit in Tagen + Chloroplasten- 
durchmesser, o Frostresistenz, 
x Zuckergehalt, ——__— Hiar- 
tungsversuch, Kontroll- 
versuch, A  Hiartungsbeginn, 
B Enthartungsbeginn. 





satz zu einem Befund von Kessler und 
Ruhland (1938) bei Zellkernen von 
Sempervioum vermissen lassen, weist je- 
doch darauf hin, da wir einen Vorgang 
vor uns haben, der sich nur auf einzelne, 
eventuell besonders frostempfindliche Zell- 
organelle beschrankt, sich also nicht auf 
das ganze Plasma erstreckt. Sonst miifte 
ja eine GréRenzunahme von Kernen und 
Chloroplasten in der gleichen Gréfen- 
ordnung liegen. 

Aus allen diesen Daten wire es még- 
lich zu folgern, daft die beobachtete Chloro- 
plastenvergréRerung auf einer Zucker- 
aufnahme beruht. 

Dieser Schluf ist jedoch nicht zwingend, 
da neben einer osmotischen Chloroplasten- 
vergroRerung auch eine Gréfenzunahme 
durch Aufnahme oder Bildung quellfahiger 
hochmolekularer Substanzen — eventuell 
von Eiweifen — méglich ist. Zur Klarung 
der Frage, ob nur Zucker oder auch Eiweifte 
die Gréfenzunahme der Chloroplasten 
verursachen, ist die chemische Analyse 
heranzuziehen. Damit kommen wir zu 
Punkt 2 der eingangs skizzierten Méglich- 
keiten, iiber die Lokalisation oder gar Spei- 
cherung von Stoffen innerhalb der Zelle zu 
entscheiden. Es ist naimlich zu versuchen, 
die fraglichen Zellorganelle im gleichen Zu- 
stand wie in vivo zu isolieren und fiir sich 
zu untersuchen. 


Anfianglich isolierten wir Chloroplasten 


aus 05m wifriger Mannitlésung und 
untersuchten ihren Zuckergehalt. Dabei 
stellte sich ganz iiberraschenderweise und 
im Gegensatz zu unseren Annahmen her- 
aus, daf die Chloroplasten frostempfind- 
licher Pflanzen mehr Zucker enthielten als 
diejenigen resistenter Pflanzen, Schlieflich 
fanden wir, daf dieser Zucker gar nichi 
frei in den isolierten Chloroplasten vorlag, 
sondern an Eiweiffe gebunden war. Ent- 
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weder enthielien also die Chloroplasten gar keinen Zucker oder es war bei 
der Isolierungsoperation eine Schadigung dieser Zellorganelle eingetreten, 
in deren Verlauf vorhandener freier Zucker ausgewaschen wurde. 

In einem zuerst von Behrens (1938) angegebenen Verfahren zur Ab- 
trennung von Zellbestandteilen aus organischen Lésungsmitteln fanden wir 
dann eine brauchbare Methode, den Lebendzustand zu. fixieren und an- 
schlieRend Chloroplasten zu isolieren und zu untersuchen. Im apolaren 
organischen Lésungsmittel sind weder Zucker noch Eiweife als ausgepragt 
polar gebaute Substanzen léslich, so da Verlagerungsartefakte nicht zu be- 
fiirchten sind. Das Pflanzenmaterial wird innerhalb weniger Sekunden auf 
— 70°C eingefroren, gefriergetrocknet — wobei ebenfalls Lageverainderun- 


Tab. 2. Der Gehalt von Chloroplasten an wasserldéslichen Eimeifen und Zuckern 
im Vergleich zum durchsdinittlichken Zuckergehalt der Zelle und zu ihrer Frost- 
resistenz. 





Material ungehartet gehiartet gehartet 
Frostresistenz (50%-Totpunkt) —7C — 10°C — 14°C 
Zuckerspiegel der Zelle (Zucker 

in % des trockenen Zellinhaltes) 4 8,8 24,9 
freie Zucker der Chloroplasten 

(in % d. trockenen Chloropl.-Subst.) 9.0 16,2 
wasserlisl. Eiweife d. Chloroplasten 

(in % d. trockenen Chloropl.-Subst.) 22 39 





gen niedermolekularer Kérper nicht eintreten kénnen — und in Petrolather/ 
Tetrachlorkohlenstoff zerschlagen. Es war zu befiirchten, daf das apolare 
lipophile Lésungsmittel Lipoide, die einen wesentlichen Bestandteil der 
Chloroplasten bilden, extrahieren wiirde und so das Bezugsgewicht, die 
Chloroplastensubstanz, verfalscht. Es zeigte sich jedoch, daf nicht einmal 
Xanthophylle zu einem sehr wesentlichen Betrage extrahiert wurden, Das 
Chlorophyll blieb nahezu vollstandig in den Chloroplasten gebunden und 
damit wahrscheinlich iiberhaupt alle an Eiweife festgelegten Lipoide. Aus 
dem Homogenisat wurde durch Zentrifugieren bei verschiedener Dichte des 
organischen Lésungsmittels Chloroplastenmaterial isoliert. 


In einer bereits veréffentlichten Arbeit (He ber 1957) konnten wir bei 
der Analyse von Weizenpflanzen, die unter Feldbedingungen gewachsen 
waren, zeigen, daft niedermolekulare Zucker einesteils in betrachtlicher 
Konzeniration in den Chloroplasten vorliegen, anderenteils dort sogar ge- 
speichert werden kénnen. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse von Chloro- 
plastenuntersuchungen wahrend einer Frosthartung in der Kaltekammer 
dargestelli. Aus einem Vergleich ergibt sich, daf der Anstieg der frei in den 
Chloroplasten vorliegenden Zucker (Bezugnahme auf die Chloroplasten- 
trockensubstanz) dem des Gesamizuckers der Zelle (Bezugnahme auf die 
Zelltrockensubstanz abziiglich der Zellwandsubstanz, also auf den gesamten 
Zellinhalt!) bei der Hartung ungefahr parallel lauft. Deutlicher ist das 
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noch aus Versuchen zu ersehen, die in Abb. 4 dargestellt sind. Es ist hier 
aber zu beriicksichtigen, daf gar nicht ohne weiteres vergleichbare Bezugs- 
gréfen als Maftstab dienten! Die Chloroplasten enthalten ja ganz bedeutend 
mehr Feststoffe als der Durchschnitt des Zellinhaltes, was bei mikroskopi- 
scher Betrachtung schon ohne weiteres aus dem von den iibrigen Zellinhalts- 
bestandteilen stark abweichenden Brechungsindex der Chloroplasten her- 
vorgeht. So gibt Rabinowitch (1945) — wahrscheinlich zu hoch! — 
einen Feststoffgehalt der Chloroplasten von etwa 50% an, wahrend wir 
einen durchschnittlichen Feststoffgehalt des Zellinhaltes von ungefahr 10 bis 
20% annehmen kénnen. Wenn die Chloroplasten aber beispielsweise einen 


Tab. 3. Der prozentuale Anteil der einzelnen Zucker am freien Zuckergehalt der 
Chloroplasten mahrend der Frosthértung in der Kaltekammer im Vergleich zu den 
Chloroplasten-Zuckerwerten der Tab. 2. 





Material: Criewener 192 ungehiartet gehartet gehartet 
Resistenz —7C — 10°C — 14°C 
freie Zucker in % des freien 
Zuckergehaltes 
Fruktose 
Glukose 
Saccharose 
Raffinose 
Trisaccharid ! 
Tetrasaccharid ! 
Pentasaccharid ! 





1Vgl. Heber 1958. 


doppelit so hohen Feststoffgehalt besitzen wie der Durchschnitt der Zelle 
und wenn weiter bei Bezugnahme auf die beiden besprochenen Bezugs- 
groBen ein paralleler Zuckeranstieg mit jeweils gleichen Werten fiir Chloro- 
plasten und Zelldurchschnitt bei der Frosthartung zu beobachten ist, ergibt 
sich daraus bei Bezugnahme auf eine vergleichbare Gréfe — etwa das 
Frischgewicht der Zelle und der Chloroplasten — ein doppelt so hoher 
Zuckergehalt in den Chloroplasten wie im Zelldurchschnitt. Das bedeutet, 
daf eine Speicherung von Zuckern in den Chloroplasten stattgefunden hat. 
Den Anteil der einzelnen Zucker am freien Zuckergehalt der Chloro- 
plasten gibt Tabelle 3 im gleichen Versuchsansatz wieder, der in Tabelle 2 
erértert wurde. Eine besondere auffallige Veranderung der Zusammen- 
setzung im Verlaufe der Zuckerakkumulation ist nicht zu bemerken. 


Also hat sich bei der analytischen Untersuchung gezeigt, daff die be- 
obachtete GréRenzunahme der Chloroplasten wenigstens zum Teil auf 
osmotische Ursachen zuriickgehen kann. Bei diesen Ergebnissen ist aller- 
dings zu bemerken, daft die Hiéhe der Zuckerspeicherung, wie wir sie friiher 
bei Feldmaterial, das unter natiirlichen Bedingungen gewachsen war, ge- 
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funden haben (Heber 1957), im Kaltekammerversuch nicht erreicht wird. 
Trotz dieser Befunde bleibt aber die Frage bestehen, ob nicht auch eine 
Anhaufung von quellfahigen hochmolekularen Stoffen an der Gréfen- 
zunahme der Chloroplasten bei der Frosthartung beteiligt ist. Tatsachlich 
ist nun eine starke Zunahme der 
wasserlislichen Eiweifte in den Chlo- 
roplasten wahrend der Frosthartung 
und eine Abnahme bei der Enthir- 
tung zu verzeichnen, wie aus Tab. 1 


und Abb.5 hervorgeht. Offenbar ist 




















Abb. 5. 


Abb. 4. Zuckergehalt der Chloroplasten im Vergleich zum durchschnittlichen Zucker- 
gehalt der Zelle und zur Frostresistenz im Kaltekammerversuch 1958. 
Linke Ordinate: Zuckergehalt in % (verschiedene Bezugsgréfen!); rechte Ordinate: 
Frostresistenz in °C (diejenige Temparatur, bei der 50% der Blatter iiberlebten). 
o Frostresistenz, Q durchschnittlicher Zuckergehalt der Zelle, bezogen auf den Zell- 
inhalt (= Trockensubstanz minus Zellwandsubstanz), x Gehalt der Chloroplasten 
an léslichen Zuckern (bezogen auf die trockene Chloroplastensubstanz), Har- 
tungsversuch, Kontrollversuch, A Hartungsbeginn, B Enthartungsbeginn. 


Abb. 5. Der Gehalt der Chloroplasten an wasserlislichen Eiweifen im Vergleich 
zur Frostresistenz der Blatter. Kaltekammerversuch 1958. 
Linke Ordinate: wasserlésliche Eiweiffe der Chloroplasten in % der Chloroplasten- 
trockensubstanz; rechte Ordinate: Frostresistenz in °C (50%-Totpunkt der Blatter). 
Abszisse: Versuchszeit in Tagen. @ wasserlésliche Eiweifte des Chloroplasten von 
Criewener 192, J wasserlésliche Eiweiffe des Chloroplasten von Hauters II, 0 Frost- 
resistenz; Hartungsversuch, Kontrollversuch, A Hiartungsbeginn, 
B Enthartungsbeginn. 


also die beobachtete Gréenzunahme der Chloroplasten bei der Frosthartung 
nicht nur auf einen osmotischen Effekt, der durch elektive Anhaufung von 
Zuckern zustandekommt, sondern auch auf eine Zunahme von hochmole- 
kularen, nur schwach osmotisch wirkenden Eiweifen zuriickzufiihren. 


22* 
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Es ist nun zu fragen, ob sich die bedbachteten Speichereffekte nur auf 
Chloroplasten beschranken: Wir kénnen es als sicher betrachten, daft die 
Chloroplasten ganz besonders empfindliche Teile der Zelle sind, doch 
schlieRt das natiirlich nicht aus, daB andere Teile der Zelle ebenfalls eine 
Rolle als Angriffspunkte der Frostwirkung spielen. Daf die Zellkerne von 
Weizenblattern keine sehr wesentlichen GréRenverainderungen wahrend der 
Frosthartung aufweisen, wurde bereits gesagt. Noch nicht abgeschlossene 
Untersuchungen an einer Chondriosomenfraktion berechtigen uns zu der 
Annahme, daft auch Chondriosomen wie Chloroplasten zur Anhaéufung von 
Zuckern und léslichen Eiweiffen wahrend der Frosthairtung befahigt sind. 


Tab. 4. Der Gehalt von Chloroplasten an wasserldslichen Eimweifen und Zuckern 
im Vergleich zum durdischnittlicken Zuckergehalt der Zelle und zu ihrer Frost- 
resistenz. Feldversuch 1957. 





Frostresistenz (50%-Totpunkt) — 11°C 
Zuckerspiegel der Zelle (Zucker 
in % des trockenen Zellinhaltes) 
freie Zucker der Chloroplasten 
(in % des trockenen Chloropl.-Subst.) 
wasserlisl. Eiweife der Chloroplasten 
(in % des trockenen Chloropl.-Subst.) 29,7 





Aus allen diesen Ergebnissen scheint hervorzugehen, daf die Resistenz- 
steigerung durch eine Zunahme von ldéslichen Eiweifen und Zuckern an 
Plasmaorten bewirkt wird, die der Frostwirkung ausgesetzt sind, ohne 
Riicksicht darauf, wie sich der Gehalt an diesen Stoffen in der Vakuole 
andert. Einige Ergebnisse mahnen aber zur Vorsicht. In Tabelle 4 sind 
Analysenwerte von Chloroplasten eines Feldversuches dargestellt. Es sei 
noch einmal darauf hingewiesen, da im warmen Gewachshaus angezogene 
und in der Kaltekammer gehartete Pflanzen in ihrem Verhalten nicht un- 
wesentlich von Pflanzen abweichen kénnen, die auf dem Felde natiirlichen 
Hartungsbedingungen ausgesetzt waren. 

In Tabelle 4 wird gezeigt, daf sich die Petihesiiilinan nicht. wesentlich 
andert, obwohl der Gehalt an Zuckern und Eiweiffen in den Chloroplasten 
absinkt. Nun stellt eine Resistenz von — 10°C eine recht geringe Frost- 
resistenz dar; denn frostempfindliche Weizenpflanzen vertragen unter den 
Bedingungen des Resistenztestes ohne weiteres noch Temperaturen von 
—6°C bis — 7°C. Es ist méglich, daf es nicht nur auf eine unterschiedliche 
Verteilung von Frostschutzstoffen zwischen Plasma und Vakuole, sondern in 
Anbetracht des submikroskopischen Feinbaues beispielsweise der Chloro- 
plasten auch auf eine unterschiedliche Verteilung innerhalb empfindli- 
cher Plasmaorte ankommt. SchlieBlich ist denkbar, die beobachtete Unstim- 
migkeit auch so zu erklairen, daf die Chloroplasten im Feldversuch bei 
hohem Protein- und Zuckergehalt zwar noch frostresistent waren, aber 
andere Plasmaorte bereits ihre Resistenz verloren hatten, Die empfindlich- 
ste Stelle der Zelle muf natiirlich deren gesamte Frostresistenz begrenzen. 
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Zur Klarung aller dieser Fragen miissen noch weitere Untersuchungen 
vorgenommen werden, doch lat sich bereits sagen, daB offenbar der Ver- 
teilung der schutzwirksamen Stoffe eine zentrale Bedeutung bei der Aus- 
bildung der Frostresistenz zukommt. 


Zusammenfassung 


Chloroplasten von Weizenblattern weisen Gréenschwankungen auf. 
die dem Gang der Frostresistenz der Pflanze folgen. Die beobachteten 
GroRenverainderungen im Verlaufe von Resistenzerwerb und -verlust sind 
auf Akkumulation und Abgabe von niedermolekularen Zuckern und was- 
serléslichen EiweiBen zuriickzufiihren. Es wird die Bedeutung dieser An- 
haiufung von Stoffen in den Chloroplasten fiir die Frostresistenz erértert. 
von denen wenigstens die Zucker in vitro befahigt sind, empfindliche Plas- 
maeiweike gegen die Wirkung des Frostes zu schiitzen. 


Herrn Prof. Dr. H. Ullrich sowie der Deutschen Forschungsgemeinschaft ge- 
biihrt Dank fiir die Unterstiitzung und Férderung der Untersuchungen. Herrn Prof. 
Dr. F. Weiling danke ich fiir wertvolle Ratschlage betreffs der statistischen Be- 
handlung der Versuchsergebnisse. Frl. v. Fricken und Frau Faust fiir ihre 
zuverlassige Mitarbeit. 
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For over a century, much attention has been given the extended systems 
of “laticiferous tubes” which occur in many groups of the flowering plants. 
Despite this lively interest, the curious laticiferous cells to be found in 
Allium cepa and its close relatives are relatively unknown. ‘These cells 
were originally described by Hanstein (1860, 1864) and were briefly 
treated by de Bary (1884). (The writer has not seen the dissertation by 
Johow, as cited by Sperlich 1939, on their nuclear morphology.) 
Although Rendle’s (1889) investigation was more comprehensive than 
the earlier ones, little else has been published since his work. 

In the course of a study of the laticiferous cells of the bulb scales of 
Allium cepa (var. “Yellow Globe”), the writer has found varying concen- 
trations of unique crystalline bodies. The laticiferous cells of occasional 
bulbs may all contain such crystals, but usually the crystals are localized 
in some of the tube-like series of cells and not in others. In about 50% of 
the bulbs examined, the crystals were completely lacking. None were found 
in the variety “Calred” nor in an all white (unidentified) variety. The 
bulbs were obtained from commercial sources during June, July, and 
August, thus about 4—6 months after harvest. 

Crystals are most numerous in laticiferous cells which appear to be 
senescent (Figs. 2, 3). In these. the latex particles are much sparser than 
normally; some occasionally are aggregated into quite large droplets 
(Fig. 1), which assume a Sudan IV stain and are soluble in absolute ethanol. 
In several cases, the crystalliferous cells were partially collapsed, with a 
diameter half that of other cells. A few cells were marked by the occur- 
rence of large bubbles of air in tke lumen. Although plasmoptysis is 
characteristic of normal laticiferous cells. it is less frequent in the crystal- 
bearing ones. However, it must be noted that occasional crystal-bearing 
cells did not differ microscopically from the normal laticiferous cells. 





Laticiferous cell of onion (fresh section), showing individual droplets (D) 
and coalesced mass of droplets (C) along the cell wall. 440: 1. 

Laticiferous cell of onion (fresh section) with group of elongated crystals. 

Note spindle-like shape of tabular crystal (T). An acicular crystal is at (A) 440: 1. 


Fig. 2. 
Fig. 3. Fresh section showing detail of crystal ends of slightly tabular crystal 
(T) and acicular crystal (A). 440: 1. 
4. Well-developed parallel crystal aggregate in fresh section. This crystal 
aggregate had floated out of a cut laticiferous cell. 440 : 4, 

Fig. 5. Detail of tabular crystal twins (T) showing development of the geniculated 
twins from a common nucleus. These crystals are not in the original laticiferous 
cell. 440: 1. 
fig. 6. Mass of crystals in fresh laticiferous cell of onion. Note irregular orientation 
of crystals here and in Figure 1, 440: 1. 
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Physical characteristics of the crystals 

Most commonly, the crystals are straight and needle-like (Figs. 2. 3, 6), 
with either blunt or acute tips. They can attain a length as great as 494 u 
but are usually shorter, about 100 to 200 4 long. This type of crystal is 
quite narrow, with an average diameter of 1-4 u. Rarely. acicular crystals 
were found, which were curved into near-semicircular shapes. A second 
crystal form is more tabular (Figs. 2, 4, 5). The crystal in Figure 5 is an 
exceptionally well-developed example—178 uw long and 21 « wide. Most 
tabular crystals are only 1—4 u thick, so that as these are turned over, they 
appear as very thin, crystalline flakes. Angular faces at one end of such 
a crystal are typical. Occasional tabular crystals approach a spindle—or 
lenticular shape (Fig. 2) and some are wedge-shaped. 

A few crystal aggregates have been found, both among the acicular and 
tabular crystals. Most often geniculated twins occur, in which a pair of 
crystals develope at an acute angle from a common nucleus (Fig. 3). In 
one case a tabular crystal, curved in a gentle S-shape (as seen from the 
narrow edge), was associated with four needle-like crystals (three at one 
longitudinal edge and one at the other), which departed at an oblique angle 
to the flat face of the crystal. A rarer example of parallel growth may be 
observed in Figure 4. 

Needle-like crystals are far more abundant than tabular ones. Over 150 
have been counted in a single laticiferous cell (Fig. 6). In contrast, the 
crystal of Figure 4 was the only one in the cell in which it was found. In 
another moribund laticiferous cell nearby. three similar tabular crystals 
seemed to fill the entire cell. Occasional small tabular crystals may be 
interspersed among acicular ones (Fig. 2). 

Although their length constrains them to occupy principally longitudi- 
nal positions in the cell, the crystals are never parallel to one another. 
They occur in heterogeneous arrangement, usually lying close to one of the 
transverse end walls of the cell. The crystals lie in the cell vacuole and 
can move with the latex particles. Occasional crystals seem to be attached 
to the end wall: and not infrequently the appearance is encountered of a 
crystal which seems to be transfixing that wall, part of the crystal being 
in the adjacent laticiferous cell of the “tube.” For purposes of discussion, 
below. it should be noted that bodies of unique shape have been found in 
these laticiferous cells (Figs. 7-10). These are not the nuclei of the cells in 
question. 

Evidences of internal structure are rare. On tabular crystal had clear 
longitudinal striae: and similar markings are noticeable in the large crystal 
of Figure 4. The crystals are highly refractive. Under the polarizing micro- 
scope. between crossed nicol prisms. all the crystals are birefringent. 
Although conoscopic observation was difficult, it is believed that the cry- 
stals are biaxial: if the acicular crystals are rotated about their longitudi- 
nal axis (which is at a position of 45° to the axes of the crossed nicol 
prisms). the luminosity constantly changes in a discontinuous fashion from 
intense brightness to virtual darkness and back again. As observed with 
light perpendicular to their broad face, the tabular crystals are weakly 
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birefringent. It was not possible to observe the birefringence along the 
broad face of the tabular crystals. In the acicular crystals, the measured 
maximum birefringence was — 0.0204. 

The sign of birefringence is always negative to the long axis of the cry- 
stals. Occasionally, this had to be determined by the method of Laves 
and Ernst (1943). Form birefringence may be responsible for a part of 
the total birefringence. However. due to the ready solubility of the crystals 
in the various fluids used for immersion, this could not be ascertained. 


Fig. 7. 8. 9, 10. Amorphous bodies (A) floating in vacuole in different laticiferous 


cells. The cells of Figures 7 and 10 did not have crystals. 440: 1. 

The crystals generally will sink in water. Sometimes they may be 
embedded in a surface film, but if removed from that film, they tend to 
sink. Hence, their specific gravity is greater than 1. Under a slight bend- 
ing stress, the crystals prove to be flexible and completely elastic. 


Microchemical characteristics of the crystals 

In dilute (5%) mineral acids and dilute (4%) NaOH, no change can be 
observed in crystal structure or birefringence. In 10% H.,SO,. some irre- 
gularity in outline and some loss of birefringence is apparent after 24 hours. 
In concentrated HCl or HNO.,, the crystals eventually break down, leaving 
residues of refractive droplets, which are not birefringent. Concentrated 
H,SO, brings about the relatively rapid disappearance of cellulose and 
other cell components before the crystals are noticeably attacked. After 
only the crystals and the cuticle remain, the crystals are soon broken down 
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and disappear. (No yellow stain is brought about by the use of concen- 
trated HNO...) 

In a saturated aqueous solution of NaOH, the crystals remain unchan- 
ged for at least as long as 5 days. (They remain unaffected also by a solu- 
tion of equal parts of saturated NaOH and concentrated NH,OH.) How- 
ever, if, after immersion in concentrated NaOH, the crystal-bearing sections 
are rinsed in water several times, the crystals gradually begin to swell. 
This event is followed by a longitudinal splitting which does not extend 
completely to the tips and, within a few hours, by the assumption of va- 


Fig. 11. Fig. 12. 


Fig. 11. Myelin-like figures produced during swelling and longitudinal splitting 
of fresh crystals in a laticiferous cell. This appearance followed several days of 
immersion in saturated NaOH, succeeded by a brief period of rinsing in distilled 
water. 440: 1. 
Local swelling of crystals and formation of droplets after treatment with 
chloral hydrate in water (5:2). 440: 1. 


Fig. 12. 


rious curved and twisted shapes, such as rings and figure 8's (Fig. 11). 
Throughout both the periods of immersion in NaOH and of changes in shape 
after rinsing, the sign and the intensity of birefringence remain unaltered. 

Although it was first supposed that the crystals could be preserved in 
ethanol for later study, this belief proved erroneous. The crystals are 
completely soluble in 80%, 95%. and 100% ethanol. in acetone, and in 
toluol. They are somewhat less soluble in ether. When toluol or ether are 
added to fresh sections, the crystals are immediately broken down, twisting 
and curving, to form non-birefringent, but refractive, droplets. Dried, iso- 
lated crystals do not immediately dissolve in standing ether. Even after re- 
preated treatments with ether, a residue of the crystal may remain on theslide. 

The crystals are insoluble in glycerol. in 3% aqueous NaCl, and in cold 
waiter. They resist solution in warm water but disappear after 5 minutes 
of boiling. In cold 6M urea, they are generally insoluble, with perhaps 
some slight swelling and dissolution of their tips. In a 5:2 concentration 
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in water at room temperature, chloral hydrate brings about local swellings 
along the crystals (apparently involving droplet formation) and the gradu- 
al disappearance of the crystals with the attendant formation of refrac- 
tive droplets (Fig. 12). These droplets may attain a diameter of 30 «4 and 
are not birefringent. 

In 20% formaldehyde and in saturated aqueous picric acid, the crystals 
eventually disintegrate: very slowly in the former. quite rapidly in the 
latter. There appears to be a loss of crystal substance in these, and the 
refractive droplets are much smaller and fewer in number than in other 
cases of breakdown. ‘The crystals dissolve in saturated alcoholic HgCl.. 
After standing 24 hours in saturated picric acid or 3 days in 20% formal- 
dehyde or concentrated NaOH, the crystals are still readily soluble in abso- 
lute ethanol. 

The following aqueous stains were not adsorbed by the crystals: congo 
red, aniline blue, resorcin blue, acid fuchsin, eosin, or I,.KI. In the cold, 
Millon’s reagent did not produce a noticeable phenolic reaction in the 
crystals; and on being heated in this reagent, the crystals disappeared. 
Sudan black. in glycerol. brought about a very slight darkening of the 
crystals. In a saturated solution of Sudan IV (70% ethanol, 10% glycerol. 
and 10% waiter) the crystals assumed a very slight pink color. During 
2448 hours in this medium, the crystals gradually broke down into refrac- 
tive, non-birefringent droplets, which accumulated Sudan IV to the extent 
of becoming brightly orange-red. Treatment of normal laticiferous cells 
with Sudan IV produced an orange-red stain in the latex particles. In 
senescent cells, the coalesced droplets at the wall were also so stained |. 
Prolonged (5—6 minutes) boiling of sections with Millon’s reagent gave a 
general very light pink color in the section and a slightly deeper pink color 
in the individual tubes of laticiferous cells. 

At a concentration of 0.5%. hog pancreas lipase in neutral solution 
slowly caused a localized thinning and eventual transverse scission at one 
or two places along isolated crystals at 28°C. Under the same conditions, 
a solution of ficin had no effect on the microscopic structure of the crystals. 


Discussion 


From the standpoint of morphology alone. there is much to recommend 
the view that the crystals in the laticiferous cells of onion correspond to 
the crystalloid spindles first described by Molisch (1885) and subse- 
quently found by many other authors (Mikosch 1890, Wakker 1892, 
Gicklhorn 1913, Meyer 1920, Smith 1930. Soukhov and Vovk 
1938. Kassanis and Sheffield 1941, Kiister 1948. Weber 1955, 
etc.). There is a close resemblance in form, in fibrillate structure of the 


' In onions stored until October, laticiferous cells could be found with large 
accumulations of grape-like clusters of refractive droplets 2-10 in diameter. 
Latex particles were scarce in these. Application of Sudan IV stain solution 
caused the droplets to coalesce and eventually to become reddish-orange. In some 
laticiferous cells, all transitions were found between refractive droplets. coalesced 
masses, and acicular crystals—the latter being irregular and short. 
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larger crystals, and even in alcohol solubility (cf. Molisch 1885, Mi- 
kosch 1890) and solubility in ether (Molisch 1885). Although the 
evidence for fatty composition is quite strong, there are few reports of 
native crystalline fat (Molisch 1923, Kiister 1956). Moreover, the high 
specific gravity is anomalous for fatty substances. It is possible that a 
very well ‘crystallized fat, in the 8 form, may reach a specific gravity of 
1.02-1.04 (Bailey 1950), but this is quite rare. On the other hand, pro- 
teinaceous crystals are quite common in the plant kingdom. 

Even though a negative birefringence is characteristic of crystalline 
micelles of native fats, there is a proteinaceous counterpart in the negative 
intrinsic birefringence of bovine fibrinogen (Hocking, Laskowski, 
and Scheraga 1952). (However, it is much more characteristic of fibrous 
proteins to have a positive intrinsic birefringence, such as has been reported 
for the protein spindles in plants (Kiister 1934, 1948; Kassanis and 
Sheffield 1941).] 

It is of interest that protein spindles have been assigned a virus rela- 
tionship. (Bawden 1950, Weber 1953, Amelunxen 1958, etc.) Such 
bodies are most numerous in infected plants—often not occurring in 
healthy ones—and are particularly noteworthy in moribund parts. The 
parallel with the occurrence of crystals in senescent laticiferous cells of 
onion is an interesting coincidence. Even the bizarre bodies of figures 7-10 
above could be interpreted in terms of the “X-bodies” (Bawden 1950) of 
virus-infected plants. If the evidence for the proteinaceous nature of these 
crystals were less tenuous, one might suggest the possible existence of a 
non-destructive virus organism in the onion. However, such considerations 
must be purely conjectural. The preponderance of evidence given above 
favors a lipid composition for these crystals. 

That the crystals are lipoidal is suggested by their solubility in common 
fat solvents, their relative resistance to concentrated sulfuric acid, their 
high refractivity—and the high refractivity of the droplets derived from 
them, their negative birefringence, their staining with typical fat stains, 
the occurrence of myelin-like forms (Molisch 1923, Gicklhorn 1932) 
following NaOH treatment, and the accessibility to lipase attack. The 
normal presence of much lipoidal material in onion cells is suggested by 
the experiments of Gicklhorn (1932). 

Elongated crystals of calcium oxalate (Rendle 1889) could not be 
detected in the laticiferous cells. Rendle (1889) had declared that fatty 
or proteinaceous materials were absent from these cells. Evidence has been 
presented here that there are fatty components in these cells and that there 
are phenol-containing compounds which give the Millon reaction. These 
latter may or may not be proteinaceous. 


Summary 


Elongated acicular and tabular crystals have been found in the latici- 
ferous cells of Allium cepa (var. “Yellow Globe”). Although these show 
predominantly lipoidal properties, a possible proteinaceous relationship 
has been discussed. 
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Protoplasmatische und biorheologische Untersuchungen 
an pflanzlichen Milchsaften 


Von 


Hans H. Pfeiffer 


Aus dem Laboratorium fiir Polarisations-Mikroskopie, Bremen I. 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 18. Oktober 1958) 


1. Zielsetzung 
Nach Berthold (1886, S.30) sind die pflanzlichen Milchsafte, welche 


sich bei Euphorbiaceen und Sapotaceen in ungegliederten Milchréhren, bei 
vielen Apocynaceen, Moraceen, Euphorbiaceen, Compositen und Papavera- 
ceen in gegliederten Milchréhren (sogenannten Milchgefafen) finden, ,,nichts 
weiter als ein eigentiimlich metamorphisierter Plasmakérper, in wel- 
chem auf dem Héhepunkt seiner Entwicklung ein Saftraum nicht vorhan- 
den ist, der aber gegeniiber dem gewoéhnlich in den Zellen sich findenden 
Plasmakorper durch gréfere Leidhtfliissigkeit charakterisirt ist* (Sperrung 
vom Verf.). Nach alteren Untersuchungen von E. Schmidt und F. Kal- 
len, die auch Berthold (lI. c.) zitiert, und namentlich nach Molisch 
(1901, S. 40), deren Ansicht heute wohl die verbreitete ist (Kiister 1956, 
S.565), haben wir aber in dem Milchsaft nur einen spezifisch ausgebildeten 
Zellsaft zu sehen, welcher entsprechend seiner speziellen Funktion im 
Pflanzenkérper bis zur Unkenntlichkeit abgewandelt worden ist. Fiir die 
letztere Interpretation werden auch Befunde bei der Kultur in vitro 
(W. Bobilioff) herangezogen, und H. Popovici und fiir Podostemo- 
naceen F. A. F. C. Went haben sich derselben Deutung angeschlossen, wie 
von Kiister (Il. c.) angefiihrt wird. Immerhin scheint es eine dankbare 
Aufgabe, mit dem Milchsaft, wie er von Lactuca virosa, verschiedenen 
Taraxacum-Arten, der kultivierten Euphorbia resinifera und einigen wild 
vorkommenden Euphorbiaceen leicht zu beschaffen ist, einige protoplasma- 
tische und biorheologische Versuche anzustellen, um vielleicht zu einem 
neuen Argument zur Entscheidung der Frage zu kommen. 
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2. Histologische Untersuchungen 


Begonnen wurde mit histologischen Untersuchungen der Pflanzengewebe, 
wobei auch unausgereifte Fruchtkapseln von Papaver somniferum noch 
hinzugezogen wurden. Dabei zeigte sich, wenn phasenmikroskopisch mit 
Beugungsplitichen 0,2 A-+ 0,252 beobachtet wurde, daf die Milchréhren 
und -gefafe der genannten Objekte durchgingig innerhalb eines iiberaus 
diinnen protoplasmatishen Wandbelages eine wafrige Emulsion 
(bzw. teilweise Suspension) umschlieRen, welche nach Angaben der Litera- 
tur neben anderen Substanzen haufig verschiedene Alkaloide enthalt. Nach 
mehrwéchigem Einlegen der Pflanzenteile in eine gesattigte waBrige Lésung 
von Kupferacetat, Auswaschen des iiberschiissigen Kupfers und Konser- 
vieren in 50% Athanol lassen sich im Milchsaft leuchtend griin gefarbte 
Harztropfen nachweisen. Langsschnitte durch die Achsen der genannten 
Pflanzen und der Euphorbia splendens ergeben nach Behandlung mit ver- 
diinnter wafriger Jodlésung und eventuell Nachfarben mit wafrigen Eosin- 
oder Erythrosinlésungen eine griinlich-gelb oder rosa nuancierte Farbung 
von Kautschuktrépfchen und lassen etwa vorkommende Starkekérner pur- 
purrot erscheinen. 


3. Abgezapfter Milchsaft 


Beim Abzapfen durch Anschneiden der Milchréhren und -gefafe kann 
der Milchsaft nicht klar erhalten werden, weil er durch die darin emul- 
gierten (und suspendierten) Trépfchen unldslicher Fette, Kautschuk, Gutta- 
percha usw. getriibt wird. Der im Milchsaft gefundene Kautschuk, 
dessen Trépfchen im frischen Saft mit Alkanna tiefrot gefarbt werden kén- 
nen, ist nach Harris polymerisiertes Dimethylcyclooctadien, welches bei 
pyrogener Zersetzung 


H,C—C—CH, 
| 
a cH 
| HAC( CH, 
Isopren C—CH—CH, und Dipenten 
| H.C. /cH 
ants G- CH, 


liefert und nach Staudinger (1932) in seiner Fadenmolekel in sehr langer 
Kette vielleicht um 1300 Isoprenreste enthalt: 


CH, CH, CH, CH, 

| | | | 
... CH,—C=CH - CH, CH, C—CH - CH, - CH,: C=CH - CH,- CH,-C—CH -CH,... 
Aufgefangener Milchsaft muf sofort mikroskopiert und experimentell 
untersucht werden, da sonst die Kautschukteilchen schon beim Stehen an 
der Luft alsbald zu koagulieren beginnen. Geférdert wird dieser Vorgang 
durch Zugabe geringer Mengen von Essig- oder Milchsdéure oder durch 
Beeinflussung mit Rauch. Mikroskopiert wird der Milchsaft nach Bedecken 
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mit einem Standard-Deckglas von 0,18mm Dicke. Mit Beugungsplattchen 
A+ erscheinen darin enthaltene Teilchen héherer Lichtbrechung leuchtend 
hell, mit Plattchen A- dunkel. 


4. Rheologische Milchsaftmessungen 

Zur Messung der Viskositat des Milchsafies diente eine Apparatur, die 
der MeBvorrichtung nach S. Tsuda angeglichen wurde, welche 
auch von W. Ostwald zusammen mit H. Malss und mit H. Roede- 
rer benutzt wurde (vgl. Philippoff 1942. 1, 
S. 64). Dabei wird der in eine 0,2-cm*-Pipetie 
mit 0,001-cm?-Teilung aufgefangene Milchsaft 7 
durch Fremddruck durch eine bis zu 5 cm 
lange Kapillare in eine andere Pipette hiniiber- 
bewegt und das Strémungsvolumen an der 
Pipettenteilung in Kubikzentimeter abgelesen. 
Da es sich bei dem Milchsaft wegen der ein- 
geschlossenen Teilchen um eine hoch struktur- 
viskose Substanz handelt, bleibt ein zusiitz- 
licher Strémungswiderstand und damit eine 
fehlerhafte Erhéhung der ermittelten Visko- 
sititswerte aus. Auch die Mitwirkung von 
Oberflichenspannung kann seit langem bei 
der Apparatur ausgeschlossen werden. Die ge- 
suchte Flie®kurve wird im doppelt-loga- 
rithmischen Koordinatensystem durch Auftra- 
gen der Geschwindigkeit D (als Ordinate) in 
sec-! gegen die Schubspannung t (als Abszisse) 
in dyn/cm? erhalten (Abb. 1). Aus der Eigen- 
art der Abhingigkeit der Viskositit von der 
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Abb. 1. a—d Flie&kurven 
des Milchsaftes von Lactuca 
virosa (a nach Zusatz von 
0.25%  Calciumoxalat, b 





Intensitat der Schubspannung folgt die Nicht- 
Newtonsche Natur des Milchsaftes, d. h. seine 
Strukturviskositat oder der nichtlineare 
Verlauf von 4 bei zunehmenden t-Werten. 


ebenso, doch verdiinnt auf 

50% mit Aqu. _bidest.), 

Euphorbia splendens (c) und 
reinem Wasser (d). 


Bei hohen Schubspannungen tritt manch- 

mal auch ein Knick der Viskositats-Geschwindigkeitskurve auf, fiir den 
noch keine zureichende Deutung gefunden werden konnte. Wird der Milch- 
saft vor dem Versuch geriihrt, so steigt die Viskositat und sinkt wiederum 
bei nachfolgendem Verbleiben in Ruhe. Doch resultiert diese Besonderheit 
wohl nicht wie bei manchen Emulsionen durch angebliche .inverse Thixo- 
tropie“ (die nach einem Vorschlag des Joint Committee of the Internatio- 
nal Council of Scientific Unions besser als .shear-rate blockage“ zu be- 
zeichnen ist; s. Pfeiffer 1958), sondern ist in unserem Falle weit mehr 
eine Folge koagulativer Prozesse. 


5. Einflu® des dispersen Anteils 


In der Literatur liegen eine ganze Reihe von Bemiihungen vor, bei dem 
rheologischen Verhalten von Emulsionen die Viskositaten der dispersen 


Protoplasma, Bd. LI/2 23 
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Phase und des Dispersionsmittels zu separieren. Auf pflanzliche Milchsafte 
mit emulsoiden Teilchen normaler Gréfe, welche nicht deformierbar sein 
miégen, kann etwa eine von G. Broughton und L. Squires vorge- 
legte Beziehung 


Nev 
log 7 =at+6® 


benutzt werden, in welcher ® das Gesamtvolumen aller Teilchen (deren 
Durchmesser also nicht in die Gleichung eingeht) und a, 6 Konstanten dar- 
stellen, wihrend 4., aus der Asymptote bei hohen Schergeschwindigkeiten 
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Vol.-Anteile g 
Abb. 2 Abb. 3 
Kurven der Konzentrationsabhangigkeit (in Volumanteilen 9) von Visko- 
und Flie®grenze > bei wechselnder Aziditaét (Objekt: Taraxacum palu- 
stris; x ——_x pH 8.6: o----o pH 9.1). 
3. Relation zwischen 4... und Flieffestigkeit bei Milchsaft von Taraxacum 
palustris und bei (a) pH 8.6 bzw. (b) pH 9.1. 








erhalten wird. Fiir die in den Milchsiften vorkommenden Hochpolymeren 
mit langen Ketten werden wir hingegen besser zu einer Gleichung von 
Staudinger (1932) greifen, welche wir umgeformt schreiben kénnen: 


ee 4 (Km Mc + 1), 


wenn M das Molekulargewicht. Km eine von Art und Struktur der Ketten- 
molekel abhangige Konstante. c die Konzentration und ys die Viskositat 
der Emulsion, 4 die des Lésungsmittels, also Wassers, bedeuten. Bei Sub- 
stituieren von K»—2.5 und Annahme eines Mol.-Gew. von 90.000 fiir 
Kautschuktrépfchen ergeben sich bei einer nach der Literatur wahrschein- 
lichen Konzentration wohl einleuchtende und mit den empirischen Befunden 
w* . . T Te eee . q 
gut iibereinstimmende Werte der Viskositat des Milchsaftes. 


6. Weitere rheologische GesetzmaBigkeiten 


Wenn man zur Hemmung der Koagulation geringe Mengen eines Oxalats 
oder Citrats zusetzt und dann mit Aqu. bidest. in bestimmter Weise ve r- 
diinnt, bekommt man weitere Flie®kurven (Abb. 1), welche sich allmahlich 
der fiir reines Wasser erhaltenen Gerade anniahern. Diese Flie®kurven 
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kénnen nach der Konzentrationsabhangigkeit entweder in bezug auf die 
Viskositat 4 oder die FlieRgrenze 9 ausgewertet werden (Abb. 2): beide 
Werte nehmen mit der Konzentration stark zu. Alkalinisierung der Milch- 
sifte durch Versetzen mit Veronalacetatpuffer pH 8,6 la&t hinsichtlich der 
Aziditaét im alkalischen Bereich die erhebliche Zunahme der Fliefgrenze 9 
gegeniiber nur geringer Steigerung der Viskositat + (Abb. 2) erkennen. 
Wenn aber auch eine mégliche Abhangigkeit des rheologischen Verhaltens 
vom dispersen Anteil der Milchsaéfte nicht immer mit Sicherheit erfaft 
werden kann, muf doch angenommen werden, da die unbestimmte, schwer 
exakt zu definierende und oft wechselnde Polydispersitat und ihre 
unbekannte Anderung bei den Versuchsmaterialien unter wechselnden 
Versuchseingriffen eine allgemeine Ermittlung 

schwierig, wenn nicht unméglich machen. Eine a 
Viskosititsabnahme mit ansteigender Tem pe- 

ratur scheint fiir Kolloide normal zu sein 

(Heilbrunn 1958, S. 43), und das Emulsoid der 

Milchsifte macht da keine Ausnahme (Abb. 3). 


ya-F7 
z 





7. Zusammenfassung und Ausblick 


Zusammenfassend erscheinen die Kompo- Abb. 4. Flie®kurve einer 
nenten der hydratisierten, hochdispersen Emul- Newtonschen viskosen Fliis- 
soide der pflanzlichen Milchsifte als Fliissig- sigkeit. 
keitstropfen mit Solvathiille, welche durch 
diverse experimentelle Mafnahmen beeinfluBt werden kénnen. Vor 
allem der Einflu@ der Temperatur auf 7,,,; und die Abhangigkeit der 
Viskositat vom Dispersitaitsgrade kénnen durch solche Deutung zwanglos 
erklart werden. Ihr Nicht-Newtonsches FlieBverhalten nahert die Milch- 
sifte zwar scheinbar dem Protoplasma, zumal die wafrigen Safte aus 
dem mittels Pipette entnommenen Vakuoleninhalt von Nitella-Zellen in 
rheologischen Versuchen Newtonsche Flie®kurven ergeben (Abb. 4). Aber 
dieses Argument darf nun auch nicht zu stark beansprucht werden, da 
die Umkleidung der Milchsafte in Milchréhren und -gefaBen durch einen. 
wenn auch wegen der geringen Dicke schwer nachweisbaren Plasmamaniel 
auch jenen anatomischen Elementen die Zellnatur nicht vorenthalten kann. 
Dann aber haben wir in den Milchsaftenfraglos Zellsaftezu 
erblicken, welche an vollig andersartige physiologische Funktionen adap- 
tiert erscheinen. Ordnen wir die pflanzlichen Milchsiifte neben die vakuo- 
liren Zellsafte, so gilt in noch erweitertem Sinne, was Sei f riz (1936, S. 27) 
von den Vakuolen sagt: .The form, structure. contents, mechanism, 
origin, and function of the vacuoles differ greatly“, und (I. ¢. 28): The 
contents of vacuoles vary as much as their shape and size.“ Eine Leit- 
funktion haben Milchréhren und -gefaBe offenbar nicht, doch scheint nach 
der Literatur ihr Inhalt den Wundverschlu8 zu erleichtern und vielleicht 
auch ein Schutzmittel gegen Tierfraf zu sein. Ob die Milchsaéfte wegen 
ihres Kolloidgehaltes auch den osmotischen Druck regulieren helfen, ob sie 
bloRe Exkrete darstellen oder ob Milchréhren und -gefafe als Nahrungs- 
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speicher fungieren kénnen, bleibt unsicher, doch ist iiber solche Fragen an 
dieser Stelle nicht weiter abzuhandeln. 


Summary 


As an introduction the two interpretations of the chyle from milk ducts and 
milk vessels of certain plants are pointed out. Under the phase microscope the 
chyle appears comparable to the content of vegetal vacuoles, and like this it is 
surrounded by a very thin mantle of plasm. From rheological experiments with 
the emulsoid it follows its Non-Newtonian flow behaviour. There are studied 
several measurements of the dependence of viscosity on the shear modulus 7+, the 
degree of dispersity and dilution, the temperature and the dispersal portion, and 
the dependence on concentration is to assess for the viscosity qcoo and for the 
yield stress 9. Despite of the Non-Newtonian flow character of the chyles these 
are not to co-ordinate to the protoplasm but owing to the histologic finds and 
because of the behaviour of the vacuolar sap of Nitella cells they are compared 
with the content of vacuoles. 
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Le caractére précocement idioblastique des initiales 
stomatiques du pétiole de Populus pyramidalis Rozier 
Par 
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Avec 5 Figures 
(Regu le 25 Octobre 1958) 


On sait depuis longtemps (Strasburger 1866) que les stomates se 
forment aux dépens d'initiales spécialisées. Les études dans ce domaine ont 
repris de lactualité avec la parution des travaux de Biinning et 
Sagromsky (1948), Sagromsky (1949), Weber (1949), Biinning 
et Biegert (1953), Zimmermann, Woernle et Warth (1953) sur 
les conditions d’apparition des initiales stomatiques et de leur répartition 
sur lorgane. Ces travaux aménent a la conclusion que la division diffé- 
rencielle inégale aboutit a la formation, 4 distance du méristéme apical, 
dune ou de plusieurs cellules rajeunies formant un « méristémoide » a partir 
duquel se différencie l'appareil stomatique ou le stomate. Autour de chaque 
« méristémoide » il s’établit généralement une zone ot toute nouvelle for- 
mation de « méristémoide », c. a. d. d’initiale stomatique nouvelle, est inhibée 
(« Hemmzone » de Biinning et Sagromsky 1948). 

La différenciation du stomate aboutit de toute évidence a la formation 
de cellules morphologiquement, cytologiquement et physiologiquement trés 
spécialisées. Ces dix derniéres années de nombreux travaux sont venus 
insister sur le caraciére hautement spécialisé des stomates. Les uns s'ap- 
puient sur la structure submicroscopique de leur membrane (Zie ge n- 
speck 1955), les autres sur les caractéres cyto-physiologiques qui dis- 
tinguent les cellules stomatiques des cellules épidermiques banales. Depuis 
longtemps déja, la richesse en chloroplastes susceptibles de forte amylosyn- 
thése en leur sein avait frappé les chercheurs. Plus récemment, une série de 
caractéres négatifs ont fait objet de publications mettant accent sur la 
spécialisation cytophysiologique des cellules stomatiques. Au point de vue 
plastidal, ces observations montrent l’absence dans les stomates des chromo- 
plastes (Schittengruber 1953) et des protéinoplastes (Thaler 1953), 
alors que ces plastes existent dans les cellules épidermiques banales de la 
méme plante. Au point de vue produits délaboration, Weber signale 
Vincapacité des cellules stomatiques a former des « stérinoplasts » 1955), 
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des « élaioplastes » (1955 a) et des cristaux d’oxalate de Ca (1955 .¢) ; absence 
également des crisialloides protéiques ou autres inclusions cytoplasmiques 
voisines (Brat, Kenda et Weber 1951, Thaler 1955, 1956, Weber 
1955 d). 

L’absence fréquente d’anthocyane dans les cellules stomatiques a été 
signalée par Kenda (1950) et Brat et Weber (1951). Ces derniers 
auteurs font remarquer que ce pigment vacuolaire, quand cependant il 
existe également dans les cellules stomatiques, se distingue de celui des 
autres cellules par sa couleur. Ceci suggére encore une différence probable 
de pH au niveau du stomate. Les mémes auteurs constatent, cependant, une 
présence plus marquée d’anthoxanthine dans les stomates, Enfin l’absence 
d’anthoorphnine dans les cellules stomatiques des Composées a été signalée 
par Schittengruber (1953). 

Tous ces faits font ressortir la profonde spécialisation des cellules 
stomatiques par rapport aux cellules épidermiques banales dans une espéce 
donnée. Ils ont permis 4 Weber (1955d) de consacrer définitivement le 
terme d’«idioblastes» attribué aux stomates. L’étude du développement 
du stomate du pétiole de Populus pyramidalis Rozier nous permettra de 
mettre en évidence la précocité du caractére idioblastique qui apparaii 
déja, dans l’exemple étudié, au niveau de linitiale stomatique. 


I. Technique 

Nous avons procédé le plus souvent par des arrachements d’épidermes 
qui ont été effectués sur des pétioles d’ages variés. Généralement les ob- 
servations ont été faites aprés montage dans le réactif lactique de Gazet 
du Chatelier (1948). Ce réactif a non seulement l’avantage déclaircir la 
préparation et de colorer électivement l'amidon et les gouttelettes soudano- 
philes, mais encore permet de conserver la préparation pendant quelques 
semaines. 

L’étude par arrachement de lambeaux d‘épiderme a été corroborée, 
dautre part, dans les cas des jeunes stades, par lobservation de coupes 
tangentielles et transversales au microtome, aprés fixation a lalcool acé- 
tique et inclusion a la paraffine. Dans ce cas la coloration a été faite par 
la méthode a lhématoxyline-iode de Guilliermond. 


If. La différenciation de l’initiale stomatique 


Un arrachement dépiderme d'un pétiole de quelques millimétres nous 
montre (Fig. 1) les cellules épidermiques en train de se rediviser en formant 
des files longitudinales dans la direction de croissance en longueur de 
lorgane. Les initiales stomatiques se reconnaissent alors aisément par leur 
hypertrophie et le fait qu’elles ont cessé de se rediviser : elles apparaissent 
alors sous forme de cellules isolées, assez réguliérement polygonales, géné- 
ralement hepta- ou octogonales. Ces initiales sont assez distantes les unes 
des autres et relativement rares comme les stomates du pétiole adulte aux- 
quels elles donneront directement naissance, sans former de cellules an- 
nexes. 
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L’étude des coupes au microtome. tangentielles et transversales, dans 
un pétiole de 2mm. environ, fixé a l’alcool acétique, révéle déja non seule- 
ment la cytologie spéciale a linitiale stomatique, mais encore une évolution 
cytologique concomitante des cellules avoisinantes. 

La Figure 2 montre une coupe tangentielle colorée a I"hématoxyline-iode 
(méthode de Guilliermond). L’initiale stomatique se distingue tant par sa 
grande taille que par sa cytologie, typique des « méristémoides » : cytoplasme 
trés dense dans lequel on distingue un noyau et un nucléole tous deux forte- 
ment hypertrophiés. Cette hypertrophie est particuliérement accentuée au 
niveau du nucléole dont le diamétre 
est supérieur au double de celui du 
nucléole d'une cellule banale, peu 
différenciée de lépiderme corres- 
pondant. La coloration a liode (non 
apparente sur notre photographie) 
met cependant en évidence de gros 

lastes qui entourent comme dune 
couronne le noyau hypertrophié et 
qui sont littéralement gonflés d’ami- 
don. Si lon opére un arrachement 
dépiderme sur un pétiole provenant 
dun bourgeon cueilli en été et en 
fin de matinée on peut facilement 


mettre en évidence cet amidon de 
linitiale stomatique, aprés traite- 
ment au réactif lactique de Gazet 


Fig. 1. — Disposition de linitiale stoma- 
tique hypertrophiée dans les files cel- 
lulaires épidermiques encore en active 


du Chatelier (Fig. 4). Nous avons redivision. 

d ailleurs retrouvé ce pouvoir amy- 

losynthétique exalté, peu aprés la division de linitiale, dans les cellules 
stomatiques naissantes du méme pétiole (Fig. 5). 

Le pouvoir amylosynthétique accru, si particulier aux cellules stoma- 
tiques, apparait done déja, indépendamment de tout fonctionnement stoma- 
tique et méme antérieurement a toute différenciation ostiolaire, dés le stade 
de Vinitiale stomatique. Cette capacité précoce permet donc déja de con- 
férer un caractére idioblastique a linitiale, cette derniére n’ayant plus qua 
le transmettre aux cellules filles stomatiques. L’initiale stomatique n'est donc 
pas, dans notre cas, du type simplement méristémoide, mais une cellule 
pseudo-méristématique hypertrophiée présentant déja lun des caractéres 
de différenciation idioblastique du stomate futur. 


III. Rapports entre la différenciation de Vinitiale stomatique 
et les tissus avoisinants 
1° Cellules mésophylliennes sous-jacentes : précocité 
delalacune sous-stomatique 
La coupe transversale (Fig.3) montre que lhypertrophie de linitiale 
stomatique se fait également en direction radiale : elle dépasse en profon- 
deur, comme a la surface, le niveau des cellules épidermiques adjacentes : 
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sa membrane externe est légérement rehaussée en cOne au niveau de la for- 
mation des futurs becs ostiolaires. La méme coupe montre que dés ce stade 
il apparait au-dessous de linitiale un méat triangulaire plus important. Ce 
méat sélargira ultérieurement en vue de la formation de la lacune carac- 
téristique de la chambre sous-stomatique, dont il représente donc la pre- 
miére ébauche. 


20 Cellules épidermiques voisines de l’initiale 
stomatique 

La différenciation cytologique de Vinitiale stomatique s accompagne 
dune évolution cytologique trés marquée des cellules épidermiques avoi- 
sinantes. Ces derniéres paraissent vieillir en se vacuolisant d'une maniére 
trés poussée (Fig.2 et 3) : le cytoplasme se creuse de grandes vacuoles et le 
noyau prend une position pariétale. Dans la Fig. 2, le phénoméne nest pas 
achevé (une cellule, a gauche nest pas affectée), mais il peut finir par 
s étendre tout autour de linitiale qui se trouve ainsi comme encerclée de 
cellules évoluées. L’ensemble forme une plage allongée, sétendant surtout 
dans la direction de lorgane, de part et d’autre des péles stomatiques, Les 
cellules plus éloignées conservent leur cytologie encore quasi méristématique 
et continuent encore a se diviser trés activement, comme le montrent de 
nombreuses mitoses dans les files cellulaires 4 distance de Vinitiale. 

Le phénoméne de viellissement des cellules ,.epidermiques, périphériques 
a linitiale, pourrait éire considéré comme une manifestation cytologique et 
brutale de Vinflux inhibiteur exercé par linitiale stomatique qui empéche- 
rait autour delle toute différenciation ultérieure de cellule-mére stomatique. 


Cette zone dinhibition, ou « Hemmzone », selon expression de Biin ning 
et Sagromsky (loc. cit.), sétendrait cependant bien au-dela de cette 
manifestation cytologique différenciatrice qui ne dépasse guére un rayon de 
2 ou 3 cellules autour de Vinitiale. I] n’en est pas moins vrai cependant que 


Légendes des figures ci-contre. 


Fig. 2. — Coupe tangentielle dans l’épiderme d'un pétiole de quelques millimétres : 

initiale stomatique de cytologie pseudo-méristématique et partiellement entourée 

dune zone allongée de cellules fortement vacuolisées qui contrastent avec les 

cellules juvéniles 4 noyau central de l’épiderme banal. (Alcool acétique, hématoxy- 
line-iode de Guilliermond). 1440X. 


Fig. 3. — Coupe transversale dans un jeune pétiole montrant Vinitiale stomatique 

bordée de cellules épidermiques trés évoluées et vacuolisées : vers les extrémiiés 

de la photographie cellules épidermiques juvéniles banales (noyau central). Remar- 

quer le gros méat triangulaire sous Vinitiale. (Alcool acétique, hématoxyline-iode 
de Guilliermond.) 1400. 


Fig. 4. — Initiale stomatique avec grains d’amidon (pétiole d’environ '/, cm. de 
long). Coloration de Gazet du Chatelier. 900X. 


Fig. 5. — Aprés redivision de Vinitiale : grains d’amidon dans les cellules stoma- 
tiques naissantes (méme pétiole que précédemment et méme coloration), 900% 


.e 
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ce vieillissement précoce des cellules entourant linitiale réalise une dif- 
férenciation dans un sens opposé a celui d'un méristémoide, les éloignant 
ainsi de l'aptitude a la différenciation stomatique. 


Résumé et conclusions 


De Tensemble de ces observations nous pouvons tirer les conclusions 
suivantes : 

1° Linitiale stomatique du pétiole de Populus pyramidalis est une 
cellule hypertrophiée dont les caractéres cytoplasmiques et nucléaires sont 
du type « méristémoide » (densité cytoplasmique, hypertrophie nucléaire et 
nucléolaire). 

2° L’aptitude amylosynthétique exaltée apparait déja précocement dans 
linitiale stomatique, donc antérieurement a toute différenciation et fone- 
tionnement stomatique. La cellule-mére du stomate n'est donc pas une cellule 
indifférenciée.mais une cellule hyperactivée présentant précocement lune 
des différenciations idioblastiques du stomate futur. 


3° La différenciation idioblastique précoce s'accompagne d'un vieillisse- 
ment tissulaire périphérique contrastant avec la cytologie juvénile des cel- 
lules épidermiques banales et plus éloignées qui proliférent encore active- 
ment. La sénescence précoce des cellules épidermiques périphériques pour- 
rait éire interprétée comme une manifestation brutale de la zone dinhibi- 
tion des différenciations stomatiques de Biinning et Sagromsky qui 
séiendrait cependant au-dela de cette réaction cytologiquement décelable. 
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Vitalitatspriifung reifer und iiberreifer Zellen 
aus dem Fruchtfleisch von Sorbus aria 


Von 
Franz Enéckl 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 19. Janner 1959) 


Reife und iiberreife Friichte der Mehlbeere unterscheiden sich bereits 
auRerlich hinsichtlich ihrer Farbe und Konsistenz. Wiahrend die reifen 
Beeren noch fest und orangerot sind, zeigen die iiberreifen braunrote Farbe. 
sind weich und lassen sich zwischen den Fingern zerdriicken. 


Die Vitalitatsunterschiede sollten nun auf zwei Wegen herausgearbeitet 
werden: iiber das plasmolytische Verhalten und iiber die Plasmafluoro- 
chromierung mit Uranin. 


I. Plasmolyseversuche 


Zur Beobachtung wurde jeweils aus derselben Beere mit der Pinzette 
eine Portion Zellen entnommen, in einen Tropfen Plasmolytikum verteilt 
und nach dem Auflegen eines Deckglases im Mikroskop beobachiet. Die 
Zellen der reifen Frucht besitzen spindelférmige bis runde Chromoplasten, 
die sich nicht selten auch systroph um den Kern lagern. In einzelnen Zellen 
scheinen sie auch mehr oder weniger zerfallen, ihre Teile befinden sich dann 
in lebhafter BMB. Einzelne Zellen speichern Starke. Haufig treten Nekrose- 
stadien auf. bei denen der Tonoplast noch erhalten, das ihm anhaftende 
Plasma aber bereits koaguliert ist. 

Unter den Zellen iiberreifer Beeren zeigen viele Schrumpfprotoplasten, 
die Chromoplasten sind fast durchwegs rund, doch finden sich, wenn auch 
nur selten, solche spindelférmiger Gestalt. 


Im folgenden seien die Protokolle der angestellten Plasmolyseversuche 
mit verschiedenen Plasmolytika abgestufter Konzentration wiedergegeben. 
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Zellen reifer Beeren 


Zellen tiberreifer Beeren 


asmolyse mit 20 mol Traubenzucker 


Die meisten Zellen zeigen normale, wohlgerundete Konvexplasmolyse, seltener 
findet sich auch tiefbuchtige Konkavabhebung des Protoplasten, wobei erstere 


beim Durchsaugen von Leitungswasser normal zuriickgeht, wihrend dies bei 
8 g 

letzterer selten der Fall ist. Kommt es doch zu einem Riickdehnen, so endet 

das immer mit einem Platzen. 


Konkav- und Konvexplasmolyse, wobei der Protoplast runzelige Oberflache 
zeigt und bei Plasmolytikumverdiinnung nicht mehr zuriickdehnt. 


asmolyse mit 15 mol Traubenzucker 


Zellen mit Konvex- und Konkavplasmolyse halten sich zahlenmaBig ungefahr 
das Gleichgewicht. Erstere zeigen haufiger runde als spindelférmige Chromo- 
plasten und ihr Plasma sieht voéllig intakt aus. was sich auch in vdlliger 
Deplasmolysierbarkeit ausdriickt. Letztere weisen entweder keine Deplasmolyse 
auf oder iiberleben diese nicht. 

Das plasmolytische Verhalten der durchwegs schwach nekrotisch erscheinenden 
Zellen ist sehr unterschiedlich. Es finden sich Zellen, die keine oder ganz schwache 
konvexe Abhebung zeigen und andere, bei denen sich der Protoplast nur an 
einem Zellpel von der Membran abhebt. Deplasmelyse ist in keinem Fall mehr 
zu erreichen. 


asmolyse mit 10 mol Traubenzucker 


Konkav- und Konvexplasmolyse; diese schwach auch bei Zellen mit Vakuolen- 
kontraktion. Deplasmolyse mit Leitungswasser verlaéuft véllig normal. 


Keine Plasmolyse coder Protoplastenkontraktion zu beobachten. 


asmolyse mit 1.5 mol KNO, 


Das Gros der Zellen weist Tonoplastenplasmolyse auf, wobei auch vereinzelt 
Vakuolenteilung auftritt. Das Plasma dieser Zellen ist offensichtlich schwer ge- 
schidigt, die BMB ist nur mehr auf verschiedene Plasmabezirke beschrankt 
und von geringer Intensitaét. Die Chromoplasten sind hier durchwegs gerundet. 
Oft zu findende Zellen mit Konvexplasmolyse besitzen spindelférmige. seltener 
runde Farbstofftrager. Selten tritt Vakuolenkontraktion auf, die auch mit Konvex- 
plasmolyse verbunden sein kann; Chromoplasten hier rund. Die meisten Zellen, 
auch alle mit Tonoplastenplasmolyse. platzen bei Zugabe von Leitungswasser. 
wenige dehnen normal zuriick. 

Vakuolenkontraktion und Tonoplastenplasmolyse fehlen hier ganz: vereinzelt 
tritt schwache Konvexabhebung auf. Beim Durchsaugen von Leitungswasser 
allgemeines Absterben. 


Plasmolyse mit 1.0 mol KNO, 


A 


Schwache Konvex- und Tonoplastenplasmolyse sind gleich haufig zu finden, 
wobei Deplasmolyse mit Leitungswasser bei letzterer mit einem Platzen ver- 
bunden ist, wahrend die meisten der ersten Zellen normal ausdehnen. 
Konvex- und Tonoplastenplasmolyse wie be: A, doch zahlenmafig geringer. 
Deplasmolyse verlauft immer letal. 
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Plasmolyse mit 055 mol KNO, 

A Keine Tonoplastenplasmolyse. Sehr schwache Konvexplasmolyse tritt neben 
vereinzelter Vakuolenkontraktion (ohne Plasmolyse) auf. Deplasmolyse wird 
ohne Schaden ertragen. 

Vakuolenkontraktion und Plasmolyse fehlen. 

asmolyse mit 23 mol Ca-Chlorid 

In dieser extrem stark hypertonischen Lésung tritt am haufigsten Tonoplasten- 
plasmolyse mit Vakuolenteilung auf, wobei die Teilvakuolen meist mit einem 
dickem Plasmastrang in Verbindung bleiben. Daneben finden sich aber auch 
Zellen mit Krampfplasmolyse und miachtigen Plasmawandstringen. Einzelne, 
frei im Plasmolytikum liegende Zellen weisen meist Tonoplastenplasmolyse, 
Zellen, zu gréReren Zellhaufen aggregiert, meist Krampfplasmolyse auf. Durch- 
saugen von 1,0 und 0.3 mol. Traubenzuckerlésung bewirkt Abrundung der 
krampfigen Plasmolyseform und Protoplastenausdehnung bis zur vollen Zell- 
groRe, was den vitalen Zustand der Zellen beweist. Bei vielen Zellen wird 
dieses Stadium jedoch nicht erreicht, sondern es kommt schon vorher zu einem 
Platzen, auf welches ein Protoplastenschrumpfen folgt. Die Tonoplasten gehen 
nach kurzer Ausdehnung ebenfalls zugrunde. 


Vereinzelt zu beobachten sind Zellen mit Krampfplasmolyse, wobei aber die 
Protoplastengestalt etwas gerundeter als bei A erscheint. Daneben finden sich 
noch Zellen mit Tonoplastenplasmolyse. In beiden Fallen verlauft die Deplas- 
molyse letal. 


asmolyse mit 1.65 und 0.8 mol Ca-Chlorid 


Plasmolyseformen wie oben, nur schwacherer Plasmolysegrad. Die Zahl der 
Zellen mit Tonoplastenplasmolyse und die der bei Deplasmolyse zugrunde 
gehenden Zellen nimmt mit fallender Konzentration des Plasmolytikums ab. 


Ein anderes zur Untersuchung herangezogenes Material zeigte in den 
Zellen iiberreifer Beeren allgemein, in den Zellen reifer Friichte aber nur 
vereinzelt Starke (Jodprobe positiv). Diese lag im ersten Fall meist in 
Form verklumpter Kérner beisammen. der Protoplast dieser Zellen war 
meist geschrumpft. Das Plasmolyseverhalten der Zellen reifer Beeren ent- 
sprach im allgemeinen den Verhaltnissen von A. 

Das Plasmolyseverhalten und besonders die Tatsache. da® die meisten 
Zellen aus iiberreifen Beeren bei der Deplasmolyse abstarben, wihrend 
von den Zellen reifer Beeren ein groBer Teil eine mehr oder weniger gute 
Plasmolyse und Deplasmolyse iiberdauerte. laBt erkennen, daB die Zellen 
der reifen Beeren denen der iiberreifen in ihrer Vitalitat iiberlegen sind. 


Il. Plasmafluorochromierung mit Uranin 


Seit Doéring (1935), Strugger (1938) und Hofler. Ziegler 
und Luhan (1956) gilt es als gesichert. da die Fluoreszeine nur von le- 
bendem Plasma gespeichert werden. Es ergab sich die Frage, ob sich 
auch in der Tinktionsfahigkeit des Plasmas die Zellen reifer und _ iiber- 
reifer Beeren unterscheiden wiirden. 

Zur Vitalfarbung wurde Uranin (Na-Fluoreszein) in einer Konzen- 
iration 1: 10,000 und vom pH 4,8 verwendet. Zusammenhiangende Zell- 
klumpen wurden der Beere entnommen und sofort in die Farblésung ge- 
bracht, in welcher sie fiinf Minuten lang verblieben. Nach dem AbgieBen 
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der Farblésung wurde so lange mit Leitungswasser ausgewaschen, bis die 
letzten Farbspuren verschwunden waren. Erst jetzt iibertrug ich die Zell- 
anhaufungen in einen Wassertropfen auf den Objekitrager, zerteilte sie 
sorgfaltig mit einer Pinzette und beobachtete nach dem Auflegen eines 
Deckglases im UV-Mikroskop. Das Ergebnis der mehrmals wiederholten 
Versuche sei kurz wiedergegeben. 

Zellen tiberreifer Friichte, ob nun stirkefiihrend oder nicht, zeigen 
keine Plasmafluoreszenz. Mitunter leuchten in einzelnen Zellen 
die Starkekérner ganz schwach oliv- bis graugriin. Wenn sie aber aus ver- 


b 


Abb. 1. Fruchtfleischzellen von Sorbus aria mit Uranin 1 : 10,000, pH 4.8 gefarbt. 
a im Hellfeld, b im UV-Licht. In b sind zur Speicherung nur mehr wenige Zellen 
befahigt; am starksten fluoreszieren Zellen mit Vakuolenkontraktion. 


letzten Zellen frei geworden sind, sind sie stets fluoreszenzlos, was mit der 
Beobachtung Doérings (1935), wonach Starke nur dann tingierbar war. 
wenn das umgebende Plasma noch lebte, in Einklang steht. 

Von reifem, anscheinend lebendem Material wurden zwei Proben unter- 
sucht, wovon die eine starkefiihrend, die andere starkefrei war. Die Zellen 
des starkefiihrenden Materials zeigen keine ausgesprochene Plasmafluo- 
reszenz, doch ist hier schwache Starkefluoreszenz nicht selten. 

In allen Proben reifer, starkefreier Beeren finden sich dagegen immer 
Zellen von grellster bis sehr schwacher Fluoreszenz des gequollenen und 
ungequollenen Plasmas. Ihre Anzahl bleibt jedoch weit hinter der Zahl 
der in den parallelgefiihrten Plasmolyseversuchen noch Plasmolyse er- 
gebenden Zellen zuriick. Wie wenige Zellen noch die Fahigkeit des Plasmas 
zur Uraninspeicherung besitzen, veranschaulicht Abbildung 1 a (Hellfeld- 
aufnahme) und 1b (UV-Licht) von derselben Praparatstelle. Schwache 
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Fluoreszenz, die bei subjektiver Beobachtung noch deutlich ist, wird im 
Photo nur noch undeutlich festgehalten. Am grellsten fluoreszieren die 
vakuolenkontrahierten Zellen, deren gequollenes Plasma, wie durch D 6- 
ring (1935) bekannt und von Héfler, Ziegler und Luhan (1956) be- 
staitigt wurde, Uranin in erhéhtem Mafe zu speichern vermag. Alle noch 
leuchtenden Zellen zeigen die Fahigkeit zur Plasmolyse, die von konvexer 
oder konkaver Form sein kann. 

Daf nur ein Teil der — noch plasmolysierbaren — Zellen fluoresziert. 
zeigt. dali die Fluorochromierbarkeit des Plasmas an einen gewissen 
Lebenszustand gebunden ist und bei weiter fortgeschrittener Nekrose fehlt. 
Zu den nicht mehr fluoreszierenden Zellen zahlen wohl auch alle die, welche 
in hypertonischen Salzlésungen nur mehr Tonoplastenplasmolyse zeigen: 
doch auch von den normal plasmolysierenden Zellen haben viele bereits die 
Flucrochromierbarkeit eingebii®t. Die Fahigkeit, Uranin zu spei- 
chern, erscheint also, verglichen mit der Plasmolysier- 
barkeit, als eine feinere Lebensreaktion. 
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